Aurora B Kinase-Inhibitor und Therapie mit elektrischen Feldern als neues adjuvantes Therapiekonzept in der Behandlung maligner Gliome by Bartmann, Paula
Aus der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 
Direktorin: Frau Prof. Dr. Gabriele Schackert 
 
 
Aurora B Kinase-Inhibitor und Therapie mit elektrischen Feldern als neues adjuvantes 




D i s s e r t a t i o n s s c h r i f t 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doktor der Medizin 
Doctor medicinae (Dr. med.) 
vorgelegt 
der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus 












1. Gutachter: Prof. Dr. Dietmar Krex 
 
2. Gutachter: Prof. Dr. Oliver Heese 
 
 





gez.: Prof. Dr. Thomas Hummel 











An dieser Stelle möchte ich mich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit 
beigetragen haben. 
Ein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Dietmar Krex, der mir die Anfertigung dieser Arbeit 
überhaupt ermöglicht hat. Er hatte immer ein offenes Ohr für Fragen und Probleme und 
stand mir mit vielen nützlichen Ratschlägen stets zur Seite.  
Weiterhin möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Achim Temme für die Möglichkeit der 
Durchführung meiner Experimente in seinem Labor und für die hilfreichen Anregungen 
bedanken.  
Ein herzliches Dankeschön geht außerdem an alle Mitglieder seiner Arbeitsgruppe, ohne 
deren Unterstützung die Anfertigung dieser Arbeit nicht möglich gewesen wäre. Ich danke 
Katja für die geduldige Einarbeitung und alle (Pfann)-Kuchen-Kaffee-Pausen, Susi für ihre 
Ratschläge und auch lustigen Stunden im Büro und Alex für seinen stets kritischen Blick, der 
mir sehr oft weitergeholfen hat. 
Darüber hinaus möchte ich mich herzlich bei Silke für die Hilfe bei der statistischen 
Auswertung der Daten bedanken. Außerdem danke ich Willi, Bianca und allen weiteren 
Mitgliedern der AG Temme sowie des Hauses 31, die mich in jeglicher Hinsicht gefördert und 
maßgeblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.  
Ein ganz besonderer Dank gilt außerdem meinen Eltern, meinem Bruder und meinem 






1 EINLEITUNG 1 
1.1 Glioblastoma multiforme – Definition, Inzidenz und Ätiologie 1 
1.1.1 Symptomatik und Diagnostik des Glioblastoms .................................................... 2 
1.2 Molekulare Klassifizierung 3 
1.2.1 Primäre und sekundäre Glioblastome und einige allgemeine Marker ................... 3 
1.2.2 Der MGMT-Status ................................................................................................ 5 
1.3 Der eukaryotische Zellzyklus und sequentielle Kontrollpunkte 6 
1.3.1 Der Chromosomal Passenger Complex (CPC)..................................................... 8 
1.3.2 Die Familie der Aurorakinasen ............................................................................. 9 
1.4 Therapie maligner Gliome 10 
1.4.1 Standardtherapie eines Glioblastoms ................................................................. 10 
1.4.2 Tumor Treating Fields (TTFields) – Biologischer Effekt und Studienlage............ 11 
1.4.3 Aurora Kinase-Inhibitoren ................................................................................... 14 
1.5 Zielstellung der Arbeit 15 
2 METHODEN UND MATERIALIEN 17 
2.1 Methoden 17 
2.1.1  Zellkultivierung allgemein .................................................................................. 17 
2.1.2  Passagieren adhärenter Zellen ......................................................................... 17 
2.1.3  Kultivierung von primärem Patientenmaterial .................................................... 18 
2.1.4   Kryokonservierung und Rekultivierung eukaryotischer Zelllinien ...................... 18 
2.1.5  Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-Zählkammer ....................... 19 
2.1.6  Durchflusszytometrische Analyse ...................................................................... 19 
2.1.7  Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Propidiumiodid (PI) ............................. 20 
2.1.8  Durchflusszytometrische Immunphänotypisierung von Glioblastomzellen ......... 20 
2.1.9  In vitro-Applikation der Tumor Treating Fields (TTFields) .................................. 21 
2.1.10 Titration der effektiven Aurora B Kinase-Inhibitorkonzentrationen mittels PI ....... 22 
2.1.11 Titration inhibitorischer Temozolomidkonzen-trationen mittels AlamarBlue-Assay
 23 
2.1.12 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ............................................................. 23 
2.2. Materialien 25 
2.2.1  Geräte ............................................................................................................... 25 
2.2.2  Chemikalien und Reagenzien ............................................................................ 25 
2.2.3  Lösungen .......................................................................................................... 26 
2.2.4  Medien .............................................................................................................. 27 
Inhaltsverzeichnis 
II 
2.2.5  Kommerzielle Kits ............................................................................................. 28 
2.2.6  Antikörper .......................................................................................................... 28 
2.2.7  Software ............................................................................................................ 28 
2.2.8  Statistik ............................................................................................................. 29 
2.2.9  Zelllinien ............................................................................................................ 29 
3 ERGEBNISSE 30 
3.1 Wahl des Designs der Kontrollgruppen 30 
3.2 Typisierung der verwendeten Primärkulturen 32 
3.2.1  Befunde der Pathologie des Universitätsklinikums Dresden .............................. 33 
3.2.2  Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18584 .......................................... 34 
3.2.3  Immunphänotypisierung der Primärkultur HT12347 .......................................... 35 
3.3 Titrationen mit AZD1152 36 
3.3.1  Titration mit AZD1152 für die Primärkultur HT18584 ......................................... 36 
3.3.2  Titration mit AZD1152 für die Primärkultur HT12347 ......................................... 37 
3.4 Kombinationstherapie mittels AZD1152 und TTFields 38 
3.4.1  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an U87-MG ............................... 39 
3.4.2  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an HT18584 .............................. 40 
3.4.3  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an HT12347 .............................. 41 
3.4.4  Qualitativer Effekt der Kombinationstherapien ................................................... 42 
3.4.4.1 Die Kombinationstherapie mit U87-MG ....................................................... 43 
3.4.4.2 Die Kombinationstherapie mit HT18584 ...................................................... 44 
3.4.5  Zytotoxischer Effekt der Kombinationstherapie an HT12347 ............................. 45 
3.5 Titrationen mit Temozolomid 47 
3.5.1  Therapie mit Temozolomid an U87-MG ............................................................. 48 
3.5.2  Therapie mit Temozolomid an Primärkulturen ................................................... 48 
4 DISKUSSION 52 
4.1 Vorversuche 52 
4.1.1  Wachstumsanalyse der Kontrollgruppen ........................................................... 52 
4.1.2  Charakterisierung der Primärkulturen ................................................................ 53 
4.2 Die neuen Behandlungsoptionen 54 
4.2.1  Applikation der TTFields .................................................................................... 54 
4.2.2  Die Behandlung mit AZD1152 ........................................................................... 55 
4.2.3  Die Kombinationstherapie ................................................................................. 57 
4.3. Die Behandlung mit Temozolomid (TMZ) 59 








Anhang 1: Einverständniserklärung der Patienten 77 
Anhang 2: Erlaubnis zur Nutzung der Patientendaten der Pathologie 78 
Anhang 3: Erklärungen zur Eröffnung des Promotionsverfahrens 79 




1.1 Glioblastoma multiforme – Definition, Inzidenz und 
Ätiologie  
Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der häufigste hirneigene Tumor des zentralen 
Nervensystems (ZNS) und einer der aggressivsten malignen Tumore (Dresemann, 2010). Er 
wird nach den Richtlinien der World Health Organisation (WHO) als Grad IV klassifiziert. 
Diese Einteilung kategorisiert die Neuropathologie der verschiedenen Tumorentitäten. 
Hierfür werden neben histologischen Malignitätskriterien wie Zellkernatypien oder der 
mitotischen Aktivität des Tumors auch molekularbiologische Marker untersucht. Auf 
Grundlage dieser wird der Tumor in Grad I – IV eingeteilt. Der Grad IV repräsentiert hierbei 
schnell proliferierende Tumore mit einer sehr schlechten Prognose. 27 % der an einem GBM 
erkrankten Patienten überleben die ersten zwei Jahre nach Diagnosestellung (Omuro und 
DeAngelis, 2013), während weniger als 5 % der Patienten fünf Jahre nach der 
Diagnosestellung überleben (Batash et al., 2017). Die Inzidenz liegt zwischen 1,1 und 3,6 
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und es erkranken 1,26 Mal häufiger Männer als 
Frauen (Urbańska et al., 2014). Das mittlere Erkrankungsalter unterscheidet sich bei der 
Betrachtung der genaueren Klassifikation des Tumors (siehe 1.2.1). 
Die Ätiologie der Tumore ist derzeit nicht eindeutig geklärt. Es konnte gezeigt werden, dass 
Kinder, die eine kraniale Bestrahlung in therapeutischen Dosen erhielten, eine höhere 
Wahrscheinlichkeit hatten, an einem sekundären Glioblastom zu erkranken (Relling et al., 
1999). Eine familiäre Assoziation ist für 1 % - 10 % der Tumorerkrankungen beschrieben, 
während berufliche Belastungen nicht als prognostischer Marker identifiziert werden konnten 
(Schlehofer et al., 2005; Schwartzbaum et al., 2006). Eine leicht erhöhte Wahrscheinlichkeit, 
an einem GBM zu erkranken, zeigte sich bei Rauchern (Shao et al., 2016). Ein protektiver 
Faktor scheint die Erkrankung an einer Allergie oder einer chronischen Infektion zu sein 
(Schlehofer et al., 1999).  
Aufgrund der schlechten Prognose der Patienten sowie der großen Unwissenheit über die 
Ätiologie ist das GBM aktuell Gegenstand intensiver Forschung.
Einleitung 
2 
1.1.1 Symptomatik und Diagnostik des Glioblastoms  
Die Symptomatik eines Glioblastoms hängt stark von der Lokalisation des Tumors ab. Ein 
großer Teil der Patienten leidet unter unspezifischen Symptomen wie Kopfschmerzen und 
Übelkeit. Veränderungen der Kognition, der Persönlichkeit, des Gangbildes, der Sprache und 
der Kontinenz sowie Krampfanfälle können ein Indiz für eine intrakranielle maligne 
Erkrankung sein. Manche Patienten entwickeln Paresen oder Plegien. Wird eine 
intrakranielle Raumforderung vermutet, ist die erste Wahl der Bildgebung eine Untersuchung 
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und intravenöser Kontrastmittelgabe. Gibt es 
Kontraindikationen für das MRT, stellt die Computertomographie (CT) das Mittel der Wahl 





Abbildung 1: T1-gewichtete MRT-Aufnahme eines GBM - Zu sehen ist eine Kontrastmittel-
aufnehmende Läsion rechts frontoparietal mit zentraler Nekrose (A) und perifokalem Ödem (C). Eine 
Mittellinienverlagerung ist außerdem erkennbar (B). Der Befund entspricht am ehesten einem 
Glioblastoma multiforme (Aufnahme aus dem Archiv des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus der 
TU Dresden). 
In der Abbildung 1 sind einige typische Merkmale eines Glioblastoms im MRT dargestellt. Zu 
sehen sind typische Kontrastmittel-aufnehmende, diffuse Banden, die sich Cortex-nah 
befinden. Zentrale nekrotische Anteile (Abb. 1 A) und ein perifokales Ödem (Abb. 1 C) 
können ebenso Anzeichen für ein Glioblastom sein (Weller et al., 2014). Des Weiteren sind 
die Gyri häufig aufgespreizt und abgeplattet und der Tumor wächst infiltrierend in der weißen 
Substanz. Die Summe dieser raumfordernden Faktoren kann zu einer Mittellinienverlagerung 
führen (Abb. 1 B). Die Gefäße sind an der Oberfläche des Tumors häufig dilatiert und im 
Inneren können sich thrombosierte Blutgefäße befinden. Die Tumore sind in der Regel 
neuroepithelialen Ursprungs und entstehen aus Gliazellen, die u.a. auch sehr 
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migrationsfähig sind (Schneider et al., 2010). Differentialdiagnostisch können Metastasen, 
Abszesse und alte Blutungen im MRT nicht ausgeschlossen werden. 
 
1.2 Molekulare Klassifizierung 
1.2.1 Primäre und sekundäre Glioblastome und einige 
allgemeine Marker 
Seit der Novellierung der WHO-Klassifikation für Hirntumore im Jahr 2016 werden primäre 
und sekundäre Glioblastome anhand der Mutation der Isocitratdehydrogenase (IDH) 
unterschieden (Reifenberger et al., 2017). Die humane Zelle besitzt fünf IDHs, die sich 
hauptsächlich in ihrer Lokalisation unterscheiden (Zhao et al., 2009). Die IDH ist ein Enzym 
des Citratzyklus, das Isocitrat und NAD(P)+ zu α-Ketoglutarat, CO2, NAD(P)H und H+ 
umsetzt. Das entstandene NAD(P)H spielt im weiteren Verlauf eine sehr wichtige Rolle bei 
der zellulären Abwehr von oxidativem Stress. Ist die IDH mutiert, verändert sich die 
Substratspezifität des Enzyms und es entsteht statt NAD(P)H und α-Ketoglutarat das in der 
Literatur als möglicher Onko-Metabolit beschriebene 2-Hydroxyglutarat (Cohen et al., 2013). 
Auch wenn die weitreichenden Folgen der IDH-Mutation zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 
vollständig verstanden wurden, spielt diese für die Einteilung der Tumore eine wichtige Rolle. 
Sie erfolgt nach dem Mutationsstatus der IDH1 in IDH1-Wildtyptumore (primäres 







LOH 10q (70 %)
EGFR Amplifikation (36 %)
TP53 Mutation (28 %)
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LOH 10q (63 %)
EGFR Amplifikation (8 %)
TP53 Mutation (65 %)
 
Abbildung 2: Mögliche molekulare Differenzierung eines Glioblastoms - Die Abbildung zeigt 
einen Ausschnitt für die möglichen Entstehungen eines primären bzw. sekundären Glioblastoms und 
die Unterscheidung des möglichen molekularen Profils beider Tumore. Der Verlust der Heterozygotie 
(loss of heterozygosity, LOH) des Chromosoms 10q scheint ein wichtiger Marker von primären und 
sekundären Glioblastomen zu sein, während u.a. die Mutation des Tumor-Suppressorproteins (TP53) 
einen frühen prognostischen Marker für die Entstehung eines höhergradigen Tumors darstellt 
(modifiziert nach Ohgki und Kleihues, 2007). 
In der Abbildung 2 ist ein Ausschnitt der häufigsten mutierten Marker dargestellt. Das 
molekulare Profil der Tumore ist allerdings vielfältiger als hier dargestellt und es existieren 
einige weitere Mutationsmarker, die auch für die Diagnostik und Behandlung hilfreich sein 
können. Primäre und sekundäre Glioblastome können sich in weiteren Mutationen und 
besonders in den Mutationsraten unterscheiden. Patienten zwischen 75 und 84 Jahren 
erkranken am häufigsten an einem primären Glioblastom (Dolecek et al., 2012). Dabei sind 
36 % der Fälle durch eine Amplifikation des epidermal growth factor receptor (EGFR) 
gekennzeichnet (Riemenschneider und Reifenberger, 2009). Der EGF-Rezeptor ist ein 
membranständiger Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivität, der mit einer Vielzahl von Liganden 
agiert. Unter anderem ist er ein Teil des RAS-RAF-MEK-ERK- und des 
PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs. Eine Amplifikation und/oder eine Überexpression des 
Rezeptors, die für viele Glioblastome aber auch einige andere Tumorentitäten beschrieben 
ist, kann zu einem verbesserten Zellüberleben mit hohen Proliferationsraten und zur Invasion 
der Tumorzellen führen (Xu et al., 2017). Weiterhin sind 70 % der primären Glioblastome 
durch einen Verlust der Heterozygotie, (loss of heterozygosity, LOH), des Chromosoms 10q 
charakterisiert (Ohgaki und Kleinhues, 2007). Hierbei verliert ein Allel seine normale 
Funktion in einer Zelle, in der das zweite Allel bereits inaktiviert war. Wie in Abbildung 2 
dargestellt ist, können die sekundären Glioblastome aus einem niedrig gradigeren Tumor, 
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wie einem anaplastischen Astrozytom (WHO Grad III), hervorgehen. Diese sekundären 
Tumore machen etwa 5 % der gesamten Glioblastome aus, wobei ab einem Alter von 
45 Jahren das Risiko, an diesen zu erkranken steigt (Cohen et al., 2013). Die sekundären 
Glioblastome besitzen dabei im Vergleich zu den primären Glioblastomen seltener eine 
Amplifikation des EGF-Rezeptors. Jedoch ist bei fast 60 % der sekundären Glioblastome das 
Gen, das für das Tumor-Suppressorprotein p53 kodiert, mutiert. P53 spielt eine 
entscheidende Rolle im Zellzyklus (siehe 1.3). Es kann diesen anhalten, um DNA-Schäden 
zu reparieren und somit die Proliferation von geschädigten und entarteten Zellen verhindern. 
Ist das Protein mutiert, kann diese Kontrolle nicht mehr suffizient ausgeführt werden und 
entartete Zellen können sich vermehren. Die Mutation des Tumor-Suppressorproteins ist 
außer für Glioblastome auch für viele andere Tumorentitäten beschrieben. 
Um therapiebedingte Veränderungen durch vorangegangene Operationen und 
Behandlungen weitgehend auszuschließen, wurden in dieser Arbeit ausschließlich primäre 
Glioblastome mit einem IDH1-Wildtyp verwendet. 
 
1.2.2 Der MGMT-Status 
Ein prädiktiver und prognostisch relevanter Marker in der Therapie maligner Gliome ist der 
Methylierungsstatus des Promotors der O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). 
Das MGMT-Gen auf Chromosom 10q26 kodiert für ein DNA-Reparaturprotein, das 
Alkylgruppen von der Position O6 der DNA entfernt. Im Rahmen der Genregulation kann das 
Gen hypermethyliert werden, was zur Inaktivierung des Reparaturproteins führt. Die nicht 
entfernten Alkylgruppen lösen zytotoxische Effekte aus, wodurch die betroffene Zelle in 
manchen Fällen in die Apoptose übergehen und sterben kann (Riemenschneider und 
Reifenberger, 2009). Die Alkylierung der DNA ist jedoch keine Seltenheit. Umwelteinflüsse 
und Lebensmittel, beispielsweise Ascorbinsäure und Alkohol, können zur Anlagerung einer 
Alkylgruppe führen, die unter physiologischen Bedingungen von der Methyltransferase 
entfernt wird (Edgar, 1974; Jin und MacMillan, 2015). Das für Glioblastome standardmäßig 
verwendete Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) ist ebenfalls eine alkylierende 
Substanz. Es alkyliert DNA und/oder RNA an den Positionen N7 und O6 des Guanins oder an 
der Position N3 des Adenins und kann zu einem G2/M-Phase-Arrest führen, wenn die 
Alkylgruppen nicht entfernt werden (Lee, 2016). Ist im Tumor der Promotor des MGMT-Gens 
hypermethyliert und dadurch die Methyltransferase inaktiv bzw. nicht vollständig aktiv, 
reagiert der Tumor sensitiver auf die Behandlung mit Temozolomid, da die angehefteten 
Alkylgruppen weniger effizient und schnell entfernt werden können. Die Pathologie des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden (UKD) wertet eine mittlere 
Methylierungsrate von weniger als 8 % als sicher nicht methyliert, 8 % bis 29 % Methylierung 
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als methyliert, aber klinisch fraglich bedeutsam und ein Ergebnis von mehr als 29 % als in 
der Regel klinisch relevant. Die Methylierungsrate des MGMT-Gens eines Patienten ist somit 
ein individueller Marker zur Einschätzung der Sensitivität der Temozolomidbehandlung. 
Patienten mit einer hohen Methylierungsrate besitzen eine zumindest teilweise inaktive 
Methyltransferase, die die Alkylgruppen des Temozolomids nicht suffizient entfernen und 
somit zum Zellzyklusarrest der Zelle führen kann. Eine niedrige Methylierungsrate wiederum 
ist ein prognostisch eher ungünstiger Marker für die Effizienz der Temozolomidbehandlung, 
da die Methyltransferase einen großen Teil der Alkylgruppen entfernen kann und der 
zytotoxische Effekt gering bleibt. Patienten mit einem methylierten MGMT-Promotor haben 
deshalb gegenüber Patienten mit einem nicht-methylierten MGMT-Promotor ein signifikant 
verlängertes progressionsfreies Überleben sowie ein verlängertes Gesamtüberleben 
(Donson et al., 2007). Der Methylierungsstatus gibt somit als prädiktiver Marker Auskunft 
über das Ansprechen auf die Therapie mit Temozolomid. Ein Patient mit einem methylierten 
MGMT-Promoter spricht eher gut auf die Behandlung mit Temozolomid an, ein nicht-
methylierter MGMT-Promoter verursacht eher ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie. 
 
1.3 Der eukaryotische Zellzyklus und sequentielle 
Kontrollpunkte  
Zur Proliferation von Gewebe ist es nötig, dass sich eukaryotische Zellen teilen. Hierfür 
müssen das genetische Material verdoppelt und die Zellorganellen gleichmäßig auf beide 
Tochterzellen verteilt werden. Der Zellzyklus wird in Synthese- (S)- und Mitose- (M)-Phase 




Abbildung 3: Der eukaryotische Zellzyklus - Dargestellt ist der eukaryotische Zellzyklus mit den 
dazugehörigen Kontrollpunkten (Checkpoints), die von Zyklinen und ihren Zyklin-abhängigen Kinasen 
(cyclin dependent kinase, CDKs) gebildet werden. Er wird in Synthese- (S)- und Mitose- (M)-Phase 
unterteilt. Die dazwischenliegenden Phasen werden als Gap-Phasen bezeichnet und gliedern sich in 
G1- und G2-Phase auf (modifiziert nach Rassow et al., 2016). 
In der S-Phase wird das Genom repliziert, während sich in der M-Phase die Zelle in ihre zwei 
Tochterzellen teilt. Die M-Phase beginnt mit der Prophase, in der sich die Zelle auf die 
Teilung vorbereitet. Mikrotubuli starten die Bildung des Spindelapparates und die 
Kinetochoren reifen an den Zentromeren der Chromosomen heran. Es folgt die Metaphase, 
in der sich die Chromosomen in der Äquatorialebene anordnen. In der darauffolgenden 
Anaphase werden die Schwesterchromatiden am Zentromer getrennt. In der sich 
anschließenden Telophase werden die beiden Tochterzellen geteilt. Zwischen M- und S-
Phase befinden sich die beiden Gap-Phasen G1 und G2. 
Die Regulation der Phasen erfolgt durch Zykline und ihre zugehörigen Zyklin-abhängigen 
Kinasen (CDKs). Verläuft eine Phase fehlerhaft, können regulatorische Proteine den 
Zellzyklusarrest oder den programmierten Zelltod, die Apoptose, einleiten (Williams und 
Stoeber, 2012). Für den korrekten Ablauf dieser Phasen existieren vier Kontrollpunkte 
(checkpoints). Sie garantieren die genomische Integrität, überprüfen die vollständige 
Replikation der DNA und das Vorhandensein von Nährstoffen und Wachstumsfaktoren. 
Während der G1-Phase leiten mitogene Signale die Zellteilung ein. Die Synthese von 
Zyklin D, CDK4 und CDK6 sorgen für die Inaktivierung inhibitorischer Signale (Porat et al., 
2017). Sobald Zyklin E und CDK2 ebenfalls vorhanden sind, kann die Zelle in die S-Phase 
übergehen. Eine Aktivierung des G1-checkpoints erfolgt, wenn in der vorhergegangenen 
Mitose ein DNA-Schaden entstanden ist. Je nach Qualität des Schadens können DNA-
Reparatursysteme eingeleitet werden, um die Läsion zu reparieren. Ist dies nicht möglich, 
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kann die Zelle in der G1-Phase arretieren. Eine wichtige Rolle spielt hierbei das Tumor-
Suppressorprotein p53 (Murray, 1994). 
In der S-Phase sorgen Zyklin A und CDK2 für den Start der Replikation (Rassow et al., 
2016). Der checkpoint der S-Phase wird aktiviert, wenn bei der Replikation ein Fehler in der 
DNA entstanden ist. Daraufhin werden, je nach Ausmaß der Läsion, verschiedene 
Reparatursysteme rekrutiert (Sancar et al., 2004). Ein kompletter Arrest in der S-Phase ist 
eher untypisch, meistens ist die S-Phase bei einem Replikationsfehler nur stark verlängert. 
Zum Übergang in die M-Phase akkumulieren Zyklin B und die zugehörige CDK1. Die Zelle 
kann nun in die M-Phase eintreten (Rassow et al., 2016). Als ein weiterer wichtiger 
Checkpoint überwacht der Spindelanordnungskontrollpunkt, in der Fachliteratur als spindle 
assembly checkpoint (SAC) bezeichnet, in der Metaphase der Mitose die Verbindung 
zwischen den Mikrotubuli und den Kinetochoren. Dabei ist es wichtig, dass jedes 
Schwesterchromatid über die Kinetochor-Mikrotubuli-Verbindung mit einem Zellpol 
verbunden ist (amphitelische Verbindung). Ist die Verbindung fehlerhaft, wird der SAC 
aktiviert und der Zellzyklus wird gestoppt, bis die Verbindungen korrigiert wurden (Lara-
Gonzalez et al., 2012). Ist die Anordnung korrekt, wird der SAC deaktiviert und die Zelle 
kann in die Telophase übergehen (Musacchio und Salmon, 2007).  
 
1.3.1 Der Chromosomal Passenger Complex (CPC)  
Der Chromosomal Passenger Complex (CPC) spielt während der Mitose und Zytokinese der 
Zelle eine entscheidende Rolle. Er besteht aus den Proteinen inner centromere protein 
(INCENP), Borealin und Survivin sowie der Aurora B Kinase als enzymatischen Anteil. Die 
Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau dieser Komponenten. Der CPC kontrolliert 
wichtige Prozesse, wie die Anordnung der Chromosomen, die Modifikation der Histone und 




Abbildung 4: Der schematische Aufbau des CPC - INCENP, Borealin und Survivin bilden die nicht-
enzymatischen Untereinheiten, während Aurora B als enzymatischer Anteil des CPC fungiert. 
Weiterhin ist die Assoziation des CPC mit den Kinetochoren und Mikrotubuli in der Metaphase 
dargestellt (modifiziert nach Bavetsias und Linardopoulos, 2015). 
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In der Prophase sind die Mitglieder des CPC hauptsächlich an den Armen der 
Chromosomen lokalisiert und kontrollieren die Anordnung dieser und die Reifung der 
Kinetochoren. In der Prometaphase verlagern sie ihre Lokalisation an die Zentromere der 
Chromosomen, um die Anordnung der Spindeln und die der Chromosomen in der 
Äquatorialebene zu überprüfen. Die Lokalisation des CPC in der Metaphase ist in der 
Abbildung 4 dargestellt. Hierbei überwacht der CPC die Verbindung zwischen den 
Mikrotubuli und den Kinetochoren, um eine amphitelische Verbindung zu gewährleisten. 
Während der Ana- und der Telophase befinden sich INCENP, Borealin, Survivin und die 
Aurora B Kinase in der Äquatorialebene und in den Teilungsfurchen, wo sie den Abbau der 
Spindeln und die Zytokinese kontrollieren (Ruchaud et al., 2007).  
 
1.3.2 Die Familie der Aurorakinasen 
Aurorakinasen sind Serin/Threoninkinasen, von denen bei Säugetieren drei Subtypen 
bekannt sind: Aurora A, B und C. Sie haben ähnliche Sequenzabschnitte, unterscheiden sich 
allerdings in den Funktionen, der Gewebespezifität und den notwendigen Kofaktoren 
(Ruchaud et al., 2007). 
Aurora A ist an den Zentrosomen lokalisiert und kontrolliert bzw. gewährleistet ihre Funktion. 
Eine Amplifikation ist für viele Tumorvarianten beschrieben (Zhou et al., 1998). Die Aurora B 
Kinase bildet den enzymatischen Anteil des CPC (siehe 1.3.1) und kontrolliert den 
Spindelaufbau, die Kinetochor-Mikrotubuli-Verbindung, den Spindelabbau sowie die 
Zytokinese. Die Funktionen der Aurora C Kinase sind ähnlich, doch die Lokalisationen von 
Aurora B und C unterscheiden sich. Die Aurora C Kinase befindet sich in den Testis und ihre 
Dysfunktion wird für einen großen Teil der Infertilität bei Männern verantwortlich gemacht 
(Dieterich et al., 2007). Weiterhin gibt es in der Literatur Hinweise für eine abnormale 
Zellteilung bei der Überexpression von Aurora C. Auch für Aurora A und Aurora B sind 
Überexpressionen bei verschiedensten Tumoren beschrieben (Bavetsias und Linardopoulos, 
2015). 
Der Zusammenhang zwischen der Überexpression von Aurorakinasen und der genetischen 
Instabilität mit daraus folgender Aneuploidie ist derzeit Gegenstand der Forschung. Die 
Inhibierung der Kinasen scheint ebenfalls einen Effekt auf die genetische Stabilität zu haben, 
was auch im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht wurde (siehe 1.4.3).  
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1.4 Therapie maligner Gliome 
1.4.1 Standardtherapie eines Glioblastoms 
Für die Diagnose eines GBM und die weiteren Behandlungsmöglichkeiten stehen Leitlinien 
der European Association of Neuro-Oncology (EANO) zur Verfügung (Weller et. al., 2014). 
Diese empfehlen nach der Evaluation der Symptomatik eines Patienten falls möglich eine 
MRT zu veranlassen. Hierbei werden T1- und T2-gewichtete Sequenzen vor und nach 
Kontrastmittelgabe aufgenommen (siehe 1.1.1). Alternativ kann auch eine CT Auskunft über 
raumfordernde Prozesse geben. Die Leitlinien der EANO empfehlen, nach der Erstellung 
einer Verdachtsdiagnose mittels Bildgebung und Klinik im Rahmen eines Tumorboards mit 
Neuroradiologen, Neuropathologen, Neurochirurgen und nach Möglichkeit mit 
Neuroonkologen ein individuelles Behandlungskonzept zu erstellen. 
Die erste Fragestellung, die hierbei zu klären gilt, ist die Art der Intervention. Einige Studien 
haben gezeigt, dass eine Resektion die Lebensqualität verbessert und auch das mediane 
Überleben dadurch verlängert wird. Hierfür spielen vor allem das Ausmaß und der Erfolg der 
Resektion eine entscheidende Rolle (Rick et al., 2018). Ist eine Resektion aufgrund von 
Komorbiditäten, der Lokalisation des Tumors (z.B. ein Tumor im Thalamus) oder des Alters 
des Patienten nicht möglich, wird eine Biopsie zur histologischen Diagnosesicherung 
empfohlen. 
Für die Planung einer Intervention kann ein angiologisches CT, bei dem die 
Gefäßversorgung und ggf. Kalzifizierungen dargestellt werden können, oder eine 
Positronenemissionstomographie/Computertomographie (PET/CT) zur Detektion von 
metabolisch aktiven Arealen hilfreich sein. Weiterhin gibt es an einigen Zentren die 
Möglichkeit, eine Diffusions-Tensor-Bildgebung (DTI) mittels MRT durchzuführen, um eine 
Traktographie zu rekonstruieren. Diese ermöglicht die Betrachtung des Verlaufs großer 
Nervenfaserbündel. Ebenfalls kann die Erstellung einer navigierten Transkraniellen 
Magnetstimulation (nTMS) hilfreich sein, um funktionelle Areale zu detektieren. Die EANO 
empfiehlt außerdem, falls keine Kontraindikationen bekannt sind, den Beginn einer 
präoperativen Kortikoid-Therapie, um das häufig begleitend auftretende Ödem (siehe Abb. 1 
C) zu minimieren. 
Intraoperativ kommen neuste Operationstechniken, wie z.B. Navigations-Systeme, ein 
intraoperatives MRT, Ultraschall, intraoperatives funktionelles Monitoring und die 
Visualisierung des Tumors mittels 5-Aminolävulinsäure zum Einsatz. Einige weitere 
bildgebende Verfahren zur Optimierung der Abgrenzung von Tumorgewebe und gesundem 




Postoperativ wird standardmäßig eine MRT durchgeführt, bei Kontraindikationen kann auch 
die CT Mittel der Wahl sein. Für das weitere Prozedere ist es wichtig, jeden Patienten 
individuell zu betrachten. Allgemeine Leitlinien empfehlen für Patienten, die jünger als 
65 - 70 Jahre sind, postoperativ eine Radiotherapie mit 60 Gy in 30 Fraktionen mit paralleler 
Chemotherapie nach dem Stupp-Schema (Stupp et al., 2005). Für die Chemotherapie hat 
sich je nach MGMT-Status (siehe 1.2.2) Temozolomid bewährt, doch auch Chlorethyl-
Cyclohexyl-Nitroso-Urea (CCNU) und die Kombinationstherapie mit Procarbazin, CCNU und 
Vincristin (PCV) kommen zum Einsatz. Dieser Radiochemotherapie folgt die alleinige 
Chemotherapie in sechs Zyklen. Tritt im weiteren Verlauf ein Rezidiv des Glioblastoms auf, 
kann geprüft werden, ob eine Revision der Resektion möglich ist. Eine erneute Bestrahlung 
und/oder die Umstellung oder Wiederaufnahme der Chemotherapie, z.B. auf ein 
intensiviertes Schema, sind weitere therapeutische Möglichkeiten, über die im individuellen 
Fall in der Regel im Rahmen eines Tumorboards entschieden werden muss. Neben diesen 
Standardtherapien sollte immer die Möglichkeit überprüft werden, ob der Patient im Rahmen 
einer klinischen Studie behandelt und somit innovativen Therapiekonzepten oder 
Medikamenten zugeführt werden kann. Sind die Patienten bei der Erstdiagnose älter als 
70 Jahre alt, wird in der Regel nach der Resektion des Tumors abhängig vom MGMT-Status 
(siehe 1.2.2) entschieden, ob die Patienten eine Radiochemotherapie mit Temozolomid oder 
eine alleinige Radiotherapie erhalten sollten. Diese kann auch in einem kürzeren Zeitraum 
mit einer verringerten Dosis verabreicht werden, um die Strahlentoxizität in dieser 
Patientenpopulation zu verringern. 
 
1.4.2 Tumor Treating Fields (TTFields) – Biologischer Effekt 
und Studienlage 
Die TTFields bieten als eine anti-mitotische Therapie basierend auf elektrischen 
Wechselfeldern eine additive, nicht-invasive Möglichkeit zur Behandlung maligner Gliome 
und deren Rezidiven. Mit niedrigen Intensitäten und gewebsspezifischen Frequenzen stören 
die elektrischen Wechselfelder sowohl die Mitose als auch die Zytokinese und können so zur 
Apoptose der Zellen führen (Saria und Kesari, 2016). Für die in vitro Versuche mit 
Glioblastomen wurden eine gewebsspezifischen Frequenz von 200 kHz und eine 





Abbildung 5: Biologischer Effekt der TTFields in der Metaphase - Abbildung A zeigt ein 
elektrisches Wechselfeld und das Verhalten von geladenen Teilchen in einem solchen. Einfach 
geladene Moleküle wandern zum gegensätzlichen Pol und Dipole rotieren. In Abbildung B ist eine 
Zelle in der Metaphase dargestellt (modifiziert nach Saria und Kesari, 2016). 
In der Metaphase werden mit Hilfe des Spindelapparates die Chromosomen in der 
Äquatorialebene angeordnet (siehe Abb. 5B). Die Spindeln werden von Mikrotubuli gebildet, 
die wiederum aus stark polarisierten α- und β-Tubulin-Untereinheiten bestehen (Hammond et 
al., 2008). Die von extern applizierten elektrischen Wechselfelder (siehe Abb. 5A) stören den 
Aufbau des Spindelapparates und die Anordnung der Chromosomen in der Äquatorialebene. 
Die fehlerhafte Anordnung kann zur Aktivierung des SAC (siehe 1.3) und zur Induktion der 
Apoptose führen (Giladi et al., 2015). 
A B
 
Abbildung 6: Biologischer Effekt der TTFields in der Telophase - Abbildung A zeigt ein 
inhomogenes, elektrisches Feld. Alle geladenen Teilchen werden unabhängig von ihrer Polarität zu 
dem Areal mit der größten Feldstärke gezogen. Dieses Phänomen wird als Dielektrophorese 
bezeichnet. Abbildung B repräsentiert den Effekt dieses inhomogenen Felds, das von der Applikation 
der TTFields verursacht werden kann, während der Telophase (modifiziert nach Saria und Kesari, 
2016). 
Ein weiterer anti-mitotischer Effekt der TTFields wird in der Telophase vermutet. Treffen die 
elektrischen Felder auf eine Zelle in der Telophase (siehe Abb. 6B), entsteht ein 
inhomogenes elektrisches Feld, d.h. in einem elektrischen Feld existieren unterschiedliche 
Feldstärken (siehe Abb. 6A). Dies führt dazu, dass alle geladenen Teilchen zum Areal mit 
der größten Feldstärke wandern. Dieses Phänomen wird als Dielektrophorese bezeichnet 
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und sorgt dafür, dass die Zelle die Zytokinese unter Umständen nicht beenden kann. Auch 




Abbildung 7: Der Versuchsaufbau der in vitro-Applikation der TTFields - Keramikschälchen 
(dishes) liegen auf Kontakten auf und werden über die Basisplatte (base plate) an den Generator für 
die Applikation der elektrischen Wechselfelder angeschlossen. Abbildung A zeigt ein base plate mit 
acht dishes. In der Abbildung B sind im unteren Bereich die vier Generatoren abgebildet, mit denen 
die base plates im Brutschrank verbunden werden. Weiterhin ist das Computerprogramm Inovitro™ 
auf dem Computerbildschirm zu sehen, mit dem sich u.a. die gewünschte Frequenz und die 
Solltemperatur einstellen lässt (eigene Aufnahmen). 
Für verschiedene Tumorentitäten existieren spezifische Frequenzen, die die Mitose 
bestmöglich stören. Während Glioblastome mit 200 kHz behandelt werden, benötigen 
Adenokarzinome, wie Cervix- oder Pankreaskarzinome, eine Frequenz von 150 kHz (Giladi 
et al., 2017). 
Seit dem Beginn der Entwicklung der TTFields im Jahr 2004 wurden neben den in vitro-
Applikationssystemen, die in dieser Arbeit verwendet wurden (siehe Abb. 7), auch in vivo-
Systeme entwickelt, um diese für Tierversuche und klinische Studien zu nutzen. Sogenannte 
transducer arrays werden auf die rasierte Haut geklebt. Für die bestmögliche Platzierung 
dieser um den Tumor herum existieren computergestützte Berechnungsprogramme. Diese 
Applikationssysteme sollen so lange wie möglich, aber mindestens 18 Stunden pro Tag, 
getragen werden und die transducer arrays können nach Bedarf alle 2-3 Tage gewechselt 
werden (Rick et al., 2018). 
Die neuste Phase III-Studie für die Applikation der TTFields im Rahmen der Glioblastom-
Therapie randomisierte 695 Patienten mit der Erstdiagnose Glioblastoma multiforme. 216 
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erhielten postoperativ die Standardchemotherapie mit Temozolomid (siehe 1.4.1), während 
456 Patienten zusätzlich zur Chemotherapie die TTField-Applikation nutzten. Während die 
Patienten mit der Standardbehandlung im Schnitt nur 16 Monate überlebten, betrug das 
mediane Überleben der TTField-Gruppe hingegen im Schnitt 20,9 Monate (Stupp et al., 
2017).  
Auch für viele weitere Tumorentitäten wird diese Behandlungsoption derzeit in klinischen 
Studien untersucht. Die TTField-Applikationen für Lungenkarzinome (LUNAR-Studie) und 
Pankreaskarzinome (PANOVA-3-Studie) befinden sich derzeit in Phase III-Studien. Für die 
Therapie von hepatozellulären Karzinomen (HEPANOVA) existiert eine Phase II-Studie. 
Besonders vorteilhaft für die klinische Anwendung der nicht-invasiven TTFields sind die 
geringen Nebenwirkungen, da viele Patienten multimorbid sind und die Chemo- und 
Radiotherapie viele Nebenwirkungen verursachen. 
 
1.4.3 Aurora Kinase-Inhibitoren 
Wie im Punkt 1.3.2 angedeutet, bietet die Inhibierung der Aurorakinasen, besonders Aurora 
A und B, Potential zur Behandlung maligner Gliome. An diesem Punkt soll weiter auf die 
Inhibierung der Aurora B Kinase eingegangen werden, da diese im Folgenden zur Therapie 
maligner Gliome getestet wurde. Die Inhibierung der Aurora B Kinase führt zur fehlerhaften 
Funktion des CPC (siehe 1.3.1). Konkret bedeutet dies, dass zum einen die Anordnung der 
Spindeln nicht kontrolliert wird, zum anderen wird die Verbindung zwischen den 
Kinetochoren und den Mikrotubuli nicht überwacht. Außerdem fehlt die Kontrolle des 
Spindelabbaus und der Zytokinese. Diese Behandlung führt zu Polyploidie mit einem Anstieg 
des Anteils an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4n, 8n und 16n am gesamten DNA-Gehalt 
(Borisa und Bhatt, 2017). Dies kann einen nicht-apoptotischen Zelltod mit poly-merotelischen 
Kinetochor-Mikrotubuli-Verbindungen zur Folge haben (Wiedemuth et al., 2016).  
Für diese Arbeit wurde der Aurora B Kinase-Inhibitor Barasertib (AZD1152) genutzt. Er ist 
ein selektiver Aurora B Inhibitor, der 100-fach wirksamer gegen Aurora B als gegen Aurora A 
ist. Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) liegt zwischen 3 nM und 40 nM und ist 
damit etwa 1000-fach potenter als vergleichbare Inhibitoren, deren IC50 zwischen 3 µM und 
30 µM liegt (Borisa und Bhatt, 2017). Barasertib und auch einige andere Inhibitoren der 
Aurora B Kinase werden zurzeit in klinischen Studien getestet. Jedoch fehlt bisher eine 
Strategie für die selektive Inhibierung der Aurora B Kinase in Tumorzellen, um gesundes 
Gewebe vor der Toxizität des Inhibitors zu schützen (Tang et al., 2017).  
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1.5 Zielstellung der Arbeit 
Trotz der intensiven Behandlung des Glioblastoms mittels Resektion, Radiochemotherapie 
und anschließender Chemotherapie haben betroffene Patienten eine sehr schlechte 
Prognose. Mit der Einführung von Temozolomid verlängerte sich die mittlere Überlebenszeit 
von 12 auf 15 Monate (Omuro und DeAngelis, 2013). Doch nicht alle Patienten profitieren 
von der Chemotherapie, denn das Ansprechen auf die Therapie hängt u.a. stark vom 
MGMT-Status ab (siehe 1.2.2). In einer Phase III-Studie konnte der additive Effekt der 
Therapie mit TTFields in Kombination mit Temozolomid im Vergleich zur alleinigen 
Standardtherapie gezeigt werden. Die mittlere Überlebenszeit wuchs in der 
Kombinationsbehandlung um 4,9 Monate (Stupp et al., 2017). Diese nicht-invasive Methode 
zeigte außer Hautirritationen keine relevanten Nebenwirkungen. Doch auch ein medianes 
Überleben von 20,9 Monaten mit Standardtherapie und TTField-Applikation stellt keine 
befriedigende Prognose dar. Da die TTFields speziell in der Metaphase der Zellteilung ihre 
Wirkung erzielen, indem sie den Aufbau des Spindelapparats, die korrekte Anordnung der 
Chromosomen und die Zytokinese der Zelle stören, wäre eine zusätzliche 
Behandlungsoption wünschenswert, die die Transition von Meta- in Anaphase verlängert und 
an diesem Punkt einen additiven, zytotoxischen Effekt erzielt. Ein Inhibitor des CPC, der in 
seiner ursprünglichen Funktion u.a. die korrekte Anordnung der Chromosomen in der 
Metaphase garantieren soll, stellt somit eine attraktive Behandlungsoption dar.  
In dieser Arbeit soll der additive Effekt eines Aurora B Kinase-Inhibitors zusätzlich zur 
TTField-Applikation als neues adjuvantes Therapiekonzept für Glioblastome in vitro überprüft 
werden. Hierfür sollen zunächst für die Zelllinie U87-MG Versuche mit der TTField in vitro-
Applikation durchgeführt werden, um die passende Behandlungsdauer und die geeigneten 
Behandlungsmodalitäten zu analysieren. Anschließend werden Kombinationsversuche mit 
AZD1152 und TTFields durchgeführt, bei denen der additive zytotoxische Effekt beider 
Behandlungsmöglichkeiten quantitativ sowie qualitativ überprüft werden soll. Weiterhin ist 
das Ziel, die Kombination beider Behandlungsoptionen ebenfalls an Zellkulturen von 
Patienten durchzuführen. Dafür soll frisches Tumormaterial von Patienten mit der 
Erstdiagnose Glioblastoma multiforme, die in der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden operiert wurden, kultiviert werden. Ziel 
ist es, für diese Kulturen eine passende AZD1152-Konzentration zu bestimmen und 
anschließend Kombinationsversuche durchzuführen, um den zytotoxischen Effekt der 
Behandlungskombination an diesen Tumoren zu testen. Langfristig soll somit der Weg für 




Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:  
a) Die kombinierte Behandlung von einer etablierten Zelllinie mit TTFields und dem 
Aurora B Kinase-Inhibitor AZD1152 hat gegenüber der alleinigen Therapie mit 
TTFields einen additiven zytotoxischen Effekt. 
b) Dieser Effekt lässt sich auch an primären Glioblastom-Zelllinien in vitro nachweisen. 
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2 Methoden und Materialien 
2.1 Methoden 
2.1.1  Zellkultivierung allgemein 
Die Durchführung sämtlicher für diese Dissertation verrichteten zellkulturtechnischen 
Arbeiten erfolgte unter der Sterilbank HERAsafe von Thermo Fisher Scientific. Die Zellen 
wurden in entsprechenden Kulturgefäßen in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 
80 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die kommerzielle Glioblastomzelllinie U87-MG wurde 
in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)-Komplettmedium kultiviert (siehe 2.2.4). Für 
die Primärkulturen aus Patientenmaterial wurde zunächst DMEM-Primärmedium verwendet 
(siehe 2.2.4), die weitere Kultivierung nach etwa 72 h wurde jedoch in DMEM-
Komplettmedium durchgeführt, um das Zellwachstum so physiologisch wie möglich zu 
gestalten (siehe 2.1.3). Ein Ethikvotum zur Verwendung primärer Zellkulturen und das 
Einverständnis der Patienten zur pseudonymisierten Weiterverwendung des Tumormaterials 
für zellbiologische Untersuchungen lagen vor. EK Votum: EK 323122008 
 
2.1.2  Passagieren adhärenter Zellen 
Sämtliche in dieser Dissertation verwendeten Zelllinien waren adhärente Zellen, die sich bei 
zu hoher Dichte im Zellkulturgefäß gegenseitig in ihrem Wachstum hemmen. Um das zu 
vermeiden, wurden die Zellen regelmäßig gesplittet und neu ausgesät. Wenn mikroskopisch 
eine Konfluenz von 80 % erreicht war, wurde daher das Medium abgenommen und der 
Zellrasen mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. Um die Zellen abzulösen, 
wurden in Abhängigkeit der Adhärenz der verschiedenen Zelllinien und Größe der 
Zellkulturgefäße 1,5 ml - 3 ml 0,25%ige oder 0,05%ige Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsäure-Lösung (Trypsin-EDTA-Lösung) hinzugegeben. Es folgte eine 
Inkubation für 3 min bei 37 °C, bis sich die Zellen vollständig vom Boden gelöst hatten. Die 
Reaktion wurde anschließend durch die Zugabe eines Überschusses an Zellkulturmedium 
gestoppt und die Zellen entweder in frischem Medium aufgenommen oder zur Entfernung 
überschüssigen Trypsins und zellulärer Debris einem oder mehreren Waschschritten 
unterzogen. Hierfür wurden die abgelösten Zellen in Medium zunächst in 15 ml oder 50 ml 
Greiner-Röhrchen überführt und bei Raumtemperatur für 5 min bei 306 × g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in einem adäquaten Volumen PBS 
resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen, 
die Zellen in frischem Medium aufgenommen und entsprechend kultiviert. 
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2.1.3  Kultivierung von primärem Patientenmaterial 
Voraussetzung für die Kultivierung von primärem Patientenmaterial, das aus der Tumorbank 
und/oder einer Tumorexstirpationen der Neurochirurgie des UKD bezogen wurde, war die 
Eignungsprüfung des Patientenmaterials. Das Ziel dieser Prüfung war es, therapienaive 
Erstdiagnosen eines Glioblastoma multiforme zu nutzen, um die Ergebnisse der 
unterschiedlichen Patientenmaterialien möglichst gut vergleichen zu können. Dazu gehörte 
die Analyse der MRT-Aufnahmen mithilfe eines Neurochirurgen sowie das Studium der 
Anamnese des Patienten und die vorherige Aufklärung des Patienten über die 
wissenschaftliche Verwendung des Materials. Falls der Patient alle Kriterien erfüllte, wurde 
das Material mit dem Brain Tumor Dissociation Kit (P) sowie mittels GentleMACS Octo 
Dissociators der Miltenyi Biotec GmbH nach Herstellerangaben homogenisiert und 
anschließend in DMEM-Primärmedium kultiviert. Nach 24 h wurde die Hälfte des Mediums, 
das sich in der Kulturflasche befand, abgesaugt und mit frischem DMEM-Primärmedium 
aufgefüllt. Nach weiteren 24 h wurde das gesamte Medium gewechselt. Je nach Teilungsrate 
und morphologischer Beurteilung der Zellen wurde das Medium nach maximal 96 h 
vollständig auf DMEM-Komplettmedium umgestellt. 
 
2.1.4   Kryokonservierung und Rekultivierung 
eukaryotischer Zelllinien 
Diese Methode dient der schonenden Lagerung der Zellen in physiologisch inaktivem 
Zustand bei -196 °C. Abhängig von der Gesamtzellzahl wurden zwischen 1 × 105 und 1 × 106 
Zellen tiefgefroren. Hierfür wurden die Zellen aus dem Zellkulturgefäß abgelöst und 
gewaschen (siehe 2.1.1). Der Überstand wurde abgekippt und die Zellen mit 900 μl fetalem 
Kälberserum und 100 μl Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. Das zytotoxische DMSO 
dient hierbei als Frostschutzmittel und verhindert die Bildung von Eiskristallen, die die Zellen 
schädigen können. In ein Kryoröhrchen wurde 1 ml der Zellsuspension gegeben und dieses 
in eine Box mit Isopropanol gestellt. Dieser Alkohol ist bis -88 °C flüssig, was für eine 
behutsame Abkühlung sorgt. Die weitere Lagerung der Zellen erfolgte bei -196 °C in 
flüssigem Stickstoff. 
Zur Rekultivierung kryokonservierter Zelllinien wurden die Kryoröhrchen zunächst in einem 
warmen Wasserbad bei ca. 25 °C schonend aufgetaut. Um das überschüssige DMSO zu 
entfernen, wurde die Suspension in ein 15 ml Greiner-Röhrchen überführt und für 5 Minuten 
bei Raumtemperatur und 306 × g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurden die 
Zellen in DMEM-Komplettmedium resuspendiert und in einem entsprechenden 
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Zellkulturgefäß kultiviert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel und die Zellen wurden 
weiter wie oben beschrieben kultiviert (siehe 2.1.1). 
 
2.1.5  Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-
Zählkammer 
Eine Möglichkeit, um die Lebendzellzahl einer Zellsuspension zu bestimmen, ist die Färbung 
der toten Zellen mit Trypanblau und die mikroskopische Zählung in der Neubauer-
Zählkammer. Der eingesetzte Farbstoff wird von toten und apoptotischen Zellen 
aufgenommen, die dann eine bläuliche Färbung annehmen und mikroskopisch von den 
vitalen Zellen unterschieden werden können. Hierfür wurde in Abhängigkeit von der 
Zelldichte der zu quantifizierenden Zellsuspension ein adäquates Volumen einer 0,4%igen 
Trypanblau-Lösung zugegeben, ein Aliquot auf die Neubauer-Zählkammer aufgetragen und 
die Anzahl der ungefärbten, vitalen Zellen in den vier einzelnen Großkammern gezählt. Jede 
dieser Kammern umfasst dabei ein definiertes Volumen von 0,1 mm3, sodass sich mit 
folgender Formel die absolute Zellzahl nab für 1 ml näherungsweise berechnen lässt: 
 
nab = MW × 104 × VF 
(nab = absolute Zellzahl [ml-1]; MW = arithmetisches Mittel der ausgezählten Zellen; VF = 
Verdünnungsfaktor) 
 
2.1.6  Durchflusszytometrische Analyse 
Die Zellanalyse zur Identifizierung und Quantifizierung von Markern oder zur Ermittlung der 
Lebendzellzahl erfolgte mittels Durchflusszytometrie am MACSQuant Analyzer 10 der Firma 
Miltenyi Biotec GmbH. Zur Detektion wurde ein Aliquot der zu messenden Zellpopulation in 
ein FACS-Röhrchen gegeben. Anschließend wurden die Zellen in einen kontinuierlichen, 
laminaren Strom gebracht, um sie einzeln an verschiedenen monochromatischen Lasern 
vorbeizuführen. Für die folgenden Versuche wurden ein violetter Laser mit einer Wellenlänge 
von 405 nm, ein blauer Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm sowie ein roter Laser mit 
einer Wellenlänge von 640 nm genutzt. Der violette Laser wurde zur Detektion des 
Fluorochroms VioBlue verwendet (siehe 2.1.8). Der blaue Laser kann u.a. das Fluorchrom 
PE anregen und diente weiterhin zur Quantifizierung des Propidiumiodids (siehe 2.1.7). Der 
Antikörper gegen den epidermal growth factor receptor (EGFR) wurde mit dem roten Laser 
gemessen. Fotodetektoren messen außerdem das gestreute Licht des blauen Lasers, 
welches in Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwärtsstreulicht (side scatter, 
SSC) unterteilt werden kann. Das FSC gibt Auskunft über die Zellgröße, das rechtwinklig 
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abgestrahlte Seitwärtsstreulicht vermittelt Informationen über die Granularität der Zellen. Zur 
Auswertung der vom Durchflusszytometer ermittelten Daten wurde die Software FlowJo der 
Version 10 genutzt. 
 
2.1.7  Bestimmung der Lebendzellzahl mittels 
Propidiumiodid (PI) 
Um vitale Zellen von apoptotischen bzw. toten Zellen unterscheiden zu können, wurde der 
kationische Farbstoff Propidiumiodid (PI) genutzt. PI kann die Zellmembran vitaler Zellen 
nicht durchdringen. Ist diese jedoch geschädigt und dadurch besser permeabel, gelangt der 
Farbstoff in die Zelle und interkaliert mit doppelsträngigen Nukleinsäuren (Riccardi und 
Nicoletti, 2006). Da der Farbstoff fluoreszierende Eigenschaften besitzt, kann er mit dem 
Durchflusszytometer quantifiziert werden (siehe. 2.1.6). Hierzu wurde ein Aliquot der zu 
analysierenden Zellsuspension in ein FACS-Röhrchen überführt und das PI (Miltenyi Biotec 
GmbH) direkt vor der Messung im Verhältnis 1:100 zur Zellsuspension gegeben. PI besitzt 
ein Absorptionsmaximum von 488 nm und ein Emissionsmaximum von 590 nm. Bei der 
Bindung von PI an doppelsträngige desoxyriboneucleic acid (DNA) verschieben sich 
Absorption und Emission in Richtung des langwelligen Bereichs. Durch den blauen Laser 
des Durchflusszytometers wurde die Fluoreszenz von PI angeregt und das emittierte Licht 
konnte detektiert werden. Zur Quantifizierung der lebenden Zellen pro ml Zellsuspension 
wurden die nicht-fluoreszierenden Zellen gemessen, die den Farbstoff PI nicht aufnehmen 
konnten. Zur Analyse der Daten des Durchflusszytometers wurde auch hier die Software 
FlowJo der Version 10 herangezogen. 
 
2.1.8  Durchflusszytometrische Immunphänotypisierung 
von Glioblastomzellen 
Da sich Tumorzellen eines Glioblastoms im Mikroskop nicht eindeutig als solche erkennen 
lassen, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Hierfür wurden 2 × 105 Zellen in 
ein FACS-Röhrchen überführt. Diese wurden zweimal mit 500 µl einer 1%igen Lösung mit 
Bovine Serum Albumine (BSA) und PBS (BSA-PBS-Lösung) gewaschen und 5 min bei 4 °C 
und 306 × g zentrifugiert und anschließend wieder in 50 µl einer 1%igen BSA-PBS-Lösung 
aufgenommen. Die beiden Antikörper anti-CD44-VioBlue und anti-EGFR-APC (Miltenyi 
Biotec GmbH) wurden nach Herstellerangaben verdünnt (siehe 2.2.6) und für 10 min im 
Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 500 µl einer 1%igen BSA-PBS-Lösung 
abgestoppt. Die Zellen wurden im Anschluss wie oben beschrieben zentrifugiert und 
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gewaschen. Für die Messung am MACSQuant Analyzer 10 wurden die Zellen in 200 µl PBS 
aufgenommen. Isotypkontrollen wurden gleichermaßen mitgeführt.  
Für die Färbung gegen das glial fibrillary acidic protein (GFAP) wurden ebenfalls 
2 × 105 Zellen in ein FACS-Röhrchen gegeben, zentrifugiert und gewaschen. Die 
Resuspendierung erfolgte in 200 µl 4%igem Paraformaldehyd (PFA) zur Fixierung der 
Zellen. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurde 1 ml einer 
1%igen BSA-PBS-Lösung hinzugegeben, um die Wirkung des PFAs zu stoppen. Die Zellen 
wurden zentrifugiert und in 200 µl Permeabilisierungslösung (1 % BSA-PBS-Lösung und 
0,3 % Triton X-100) resuspendiert. Der Antikörper anti-GFAP-PE (Miltenyi Biotec GmbH) 
wurde nach Herstellerangaben verdünnt und auf die Zellen gegeben (siehe 2.2.6). Für eine 
Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen im Dunkeln bei 4 °C gelagert und anschließend 
gewaschen. Die Resuspendierung des Zellpellets erfolgte, wie oben beschrieben, in 200 µl 
PBS. Auch hier wurde eine Isotypkontrolle mitgeführt. 
 
2.1.9  In vitro-Applikation der Tumor Treating Fields 
(TTFields) 
Zur Behandlung der Zellen mit den TTFields wurden die Inovitro™-Systeme der Firma 
Novocure aus Haifa, Israel verwendet. Hierbei handelt es sich um base plates mit 8 
herausnehmbaren dishes (Keramikschälchen), die mit einem Plastikdeckel verschlossen 
werden (siehe Abb. 7). Jedes dish war mit Kontakten verbunden, die bei der Behandlung 
über das base plate an einen Generator angeschlossen wurden. In jedem dish wurden die 
Temperatur, die Stromstärke und der Widerstand über zwei Sensoren gemessen. Die 
Gesamtspannung wurde über nur einen Sensor gemessen. Die Temperatur in den dishes 
wurde konstant bei 37 °C gehalten. Für die in vitro-Behandlung wurden die in den dishes 
kultivierten Tumorzellen sinusförmig alternierenden elektrischen Feldern ausgesetzt, wobei 
die Orientierung dieser jede Sekunde um 90 ° wechselte. Während der Behandlung lag eine 
Feldintensität von 1,7 V/cm an. Die Frequenz wurde von der Firma Novocure für 
verschiedene Tumorentitäten individuell angepasst. Für Glioblastome wurde eine Frequenz 
von 200 kHz verwendet (Porat et al., 2017). Zu Beginn wurden in die dishes sterile cover 
slips mit hydrophiler Oberfläche gegeben, auf die 200 µl DMEM-Komplettmedium mit der 
gewünschten Zellzahl platziert wurden. Zum Adhärieren der eingesäten Zellen wurden diese 
bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit für 24 h inkubiert. Danach wurde das 
überschüssige Medium von den Zellen abgenommen und durch 2 ml frisches Medium 
ersetzt. Dem Medium wurde ggf. AZD1152 in den entsprechenden Konzentrationen 
zugefügt. Anschließend wurden die base plates an den TTField-Generator angeschlossen 
und für 72 h den elektrischen Feldern ausgesetzt. Die von den Feldern produzierte Wärme 
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führte zur Verdunstung des Mediums, weshalb dieses alle 24 h gewechselt wurde. Für die 
Kombinationsversuche mit dem Aurora B Kinase-Inhibitor wurde das Medium mit der 
jeweiligen Wirkstoffverdünnung alle 24 h frisch angesetzt und gewechselt. 
 
2.1.10 Titration der effektiven Aurora B Kinase-
Inhibitorkonzentrationen mittels PI 
Um für die Kombinationsversuche die einzusetzende Konzentration des Aurora B Kinase-
Inhibitors (AZD1152 von Abmole BioScience) individuell zu titrieren, wurden jeweils 
5 × 104 Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und für 24 h in DMEM-Komplettmedium inkubiert. 
AZD1152 wurde in DMSO nach Herstellerangaben gelöst und aliquotiert bei -20 °C gelagert. 
Für die Versuche wurde ein Aliquot aufgetaut und mit DMEM-Komplettmedium verdünnt. 
Das Medium wurde abgenommen und AZD1152 in den Konzentrationen 10 nM, 15 nM, 
20 nM, 25 nM und 50 nM auf die Platten gegeben. Alle 24 h wurden die Verdünnungen neu 
hergestellt, das überschüssige Medium abgenommen und die frische AZD1152-Lösung auf 
die Zellen gegeben. In der Zwischenzeit wurden die 6-Well-Platten bei 37 °C, 5% CO2 und 
80 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 72stündiger Behandlung wurden sowohl der 
Zellkulturüberstand in ein Falcon überführt, als auch die mit 0,05 % Trypsin-EDTA 
abgelösten Zellen. Nach einem Zentrifugations- und Waschschritt wurde das Zellpellet in 
300 µl PBS resuspendiert und bis zur Auswertung in 1 ml 70%iger Ethanol-Lösung bei 20 °C 
gelagert. 
Zur Analyse des Ploidiegrades der Zellen wurden diese bei Raumtemperatur aufgetaut, 
zentrifugiert, gewaschen und in 500 µl 0,5%iger BSA-PBS-Lösung resuspendiert. 
Anschließend wurden die Zellkerne mittels DNA-Extraktionspuffer (siehe 2.2.3) extrahiert. 
Der Puffer wurde für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Zellen anschließend bei 
4 °C und 306 × g zentrifugiert. Die Resuspendierung erfolgte in 100 µl 0,5%iger 
BSA-PBS-Lösung. Anschließend folgte die Färbung mit Propidiumiodid (PI, Invitrogen 
GmbH). PI ist ein Farbstoff mit fluoreszierenden Eigenschaften, der mit doppelsträngiger 
DNA interkaliert (siehe 2.1.7). Er wurde im Verhältnis 1:50 zur Zellsuspension gegeben und 
für 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die mit PI gefärbten Zellen im 
Durchflusszytometer analysiert und mit Hilfe der Software FlowJo Version 10 ausgewertet. 
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2.1.11 Titration inhibitorischer Temozolomidkonzen-
trationen mittels AlamarBlue-Assay 
Zur Titration der gewünschten Temozolomidkonzentration wurde ein AlamarBlue-Assay 
(Invitrogen) zur Bestimmung der Zellvitalität durchgeführt. AlamarBlue enthält den blauen 
Farbstoff Resazurin, der nicht fluoreszierend ist und Zellmembranen durchdringen kann. In 
vitalen Zellen wird Resazurin zu Resorufin reduziert (Rampersad, 2012). Dieser Farbstoff 
besitzt fluoreszierende Eigenschaften, die detektiert werden können. Somit korreliert die 
gemessene relative Fluoreszenz mit der Menge der vitalen Zellen in der gemessenen Probe. 
Das Temozolomid wurde nach Herstellerangaben in DMSO gelöst, aliquotiert und bei 4 °C 
gelagert. Die Verdünnung erfolgte mittels DMEM-Komplettmedium. 
Zur Bestimmung des Anteils vitaler Zellen wurden diese in 96-Well-Platten ausgesät. Für 
24 h wurde die Platte bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 
der Adhäsion wurde Temozolomid verdünnt und in den Konzentrationen 50 µM, 100 µM, 
200 µM sowie 400 µM für U87-MG bzw. 25 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 µM sowie 
800 µM für die Behandlung der Primärkulturen auf die Zellen gegeben. Alle 24 h wurde ein 
Mediumwechsel durchgeführt, bei dem die Verdünnungen neu hergestellt und auf die Zellen 
gegeben wurden. Vier Stunden vor Ablauf der Versuchszeit von 72 h wurde anteilig an das 
Gesamtvolumen 10 % AlamarBlue-Reagenz (v/v) hinzugefügt und dieses für 4 h bei 37 °C, 
5 % CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Mittels Synergy 2 Multi Plate Reader (BioTek) 
wurde die Zellvitalität über die Messung der Fluoreszenz (Absorption bei 540 nm ± 25 nm, 
Emission bei 600 nm ± 40 nm) bestimmt. 
 
2.1.12 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
Um die Wirkung des AZD1152 sowie die der elektrischen Felder der TTFields im Mikroskop 
sichtbar zu machen, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Für diese Färbung 
wurde die Behandlung der Zellen in den dishes auf Präzisionsdeckgläschen durchgeführt. 
Diese wurden hierfür mit einer 1:10 verdünnten Poly-L-Lysin-Lösung beschichtet und für 
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lösung wurde abgesaugt und die Deckgläschen 
mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die Zellsuspension hinzugegeben und die Zellen 
konnten für 24 h adhärieren, bevor die 72stündige Behandlung begann. Nach der 
Behandlung wurden die Präzisionsdeckgläschen in 6-Well-Platten überführt und mit PBS 
gewaschen. 
Die Zellen wurden zunächst mit einer 4%igen PFA-PBS-Lösung auf den Deckgläschen fixiert 
und anschließend zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Um die Wirkung von AZD1152 und 
TTFields auf doppelsträngiger DNA detektieren zu können, wurden die Zellen zunächst mit 
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0,3 % Triton X-100 in 1 % BSA-PBS-Lösung permeabilisiert und nach einer Inkubationszeit 
von 30 min zweimal mit 2 ml 1 % PBS-BSA-Lösung gewaschen (Jamur und Oliver, 2010). 
Anschließend wurde der yH2A.X-spezifische Antikörper aufgetragen, der an das 
phosphorylierte Histon H2A.X bindet. Dieser wurde 1:100 in 1 % PBS-BSA-Lösung verdünnt 
und für 2 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut mehrfach mit 2 ml 
1 % PBS-BSA-Lösung gewaschen. Um den primären Antikörper gegen yH2A.X 
visualisierbar zu machen, wurde als sekundärer Antikörper sheep-α-anti-mouse-IgG1-FITC 
verwendet. Dieser wurde 1:200 mit PBS verdünnt und für 1 h inkubiert. Die Zellen wurden 
anschließend mit 1%iger PBS-BSA-Lösung gewaschen. Für die Färbung des Zellkerns 
wurde Hoechst 33342 verwendet. Hoechst 33342 wurde dafür 1:50.000 mit einer 1%iger 
PBS-BSA-Lösung verdünnt und auf die Zellen gegeben. Es wurde anschließend 
mikroskopisch beurteilt, ob die Färbung ausreichend intensiv war und nach nicht mehr als 5 
min wurde die Färbung mit Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) abgestoppt. Die Zellen 
wurden mehrfach mit HBSS gewaschen. Die Membran wurde mit Hilfe von WGA-AlexaFluor 
647 sichtbar gemacht. Dieser Farbstoff wurde 1:200 in HBSS verdünnt und für 15 min auf die 
Zellen gegeben. Anschließend wurden die Zellen mit HBSS gewaschen. Zum Schluss 
wurden die Deckgläschen mit einem Tropfen Vectashield auf einen Objektträger gelegt und 
mit Nagellack umrandet. Bis zur Messung der Proben wurden diese bei 4 °C lichtgeschützt 
gelagert. Das Mikroskopieren erfolgte mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Leica 




2.2.1  Geräte 
Tabelle 1 – Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit eingesetzten Geräte auf. 
Gerät Verwendung Hersteller 
Axiovert 135 Lichtmikroskopie Zeiss 
Basler Sony Pregius Kamera Aufnahme der Bilder des 
Lichtmikroskops 
Sony 
Synergy 2 Multi Plate Reader Fluoreszenzmessung BioTek 
GentleMACS Octo Dissociator Dissoziation und 
Homogenisierung von 
Hirntumoren 
Miltenyi Biotec GmbH 






MACSQuant Analyzer 10 Durchflusszytometrie Miltenyi Biotec GmbH 
TTField Inovitro™-System  TTField-Anwendung Novocure 
Zentrifuge 5417R Tischzentrifuge für 
Eppendorfgefäße 
Eppendorf  
Zentrifuge Rotixa 120 RS Standzentrifuge Hettich 
 
 
2.2.2  Chemikalien und Reagenzien 





AlamarBlue Cell Viability Reagent Invitrogen GmbH 
AZD1152-HQPA (AZD) Abmole BioScience 
Dimethylsulfoxid (DMSO) WAK Chemie Medical GmbH 
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Chemikalie/Reagenz Hersteller 
Ethanol absolut J.T.Baker 
Fetales Kälberserum (FKS) Gibco 
Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) Gibco 
Hoechst 33342 Invitrogen GmbH 
L-Glutamin Biochrom AG 
MACS Bleach Solution Miltenyi Biotec GmbH 
MACSQuant Running Buffer Miltenyi Biotec GmbH 
MACSQuant Washing Solution Miltenyi Biotec GmbH 
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco 
Poly L-Lysin Biochrom GmbH 
Rinderserumalbumin (Bovin Serum 
Albumine, BSA)  
SERVA Electrophoresis GmbH 
Temozolomide T2577 (TMZ) Sigma-Aldrich 
Trypanblau-Lösung Biochrom GmbH 
Vectashield Vector Laboratories 
WGA-AlexaFluor 647 Life Technologies 
 
 
2.2.3  Lösungen 
Tabelle 3 - Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit eingesetzten Lösungen auf. 
Lösung Zusammensetzung 
0,25 % oder 0,05 % Trypsin-EDTA-Lösung Gibco 
0,5 % oder 1,0 % BSA-PBS-Lösung 0,5 % oder 1,0 % (w/v) BSA in PBS 
4 % PFA-Lösung 4 % PFA in PBS 
4X MEM Nichtessentielle Aminosäuren Gibco 
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Lösung Zusammensetzung 
50 µg/ml Gentamicin Gibco 
DNA-Extraktionspuffer 0,2 M Na2HPO4 × 2 H2O; 0,1 M 
Zitronensäure; pH 7,8 
MACS Tissue Storage Solution Miltenyi Biotec GmbH 
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Gibco 
Permeabilisierungspuffer 0,3 % Triton X-100 in 1,0 % BSA-PBS 
Lösung (v/v) 
Propidiumiodid-Lösung Invitrogen GmbH 
Propidiumiodid-Lösung Miltenyi Biotec GmbH 
 
 
2.2.4  Medien 
Tabelle 4 - Diese Tabelle listet die in dieser Arbeit verwendeten Medien auf. 
Medium Zusammensetzung Hersteller 




DMEM-Komplettmedium DMEM (Grundmedium) 
10 % inaktiviertes FKS (v/v) 
10 mM HEPES 
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 
Gibco 
DMEM-Primärmedium DMEM (Grundmedium) 
20 % inaktiviertes FKS (v/v) 
4X MEM Nichtessentielle Aminosäuren 
10 mM HEPES 
2 mM L-Glutamin 
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 
50 µg/ml Gentamicin 
Gibco 
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2.2.5  Kommerzielle Kits 
Tabelle 5 - Diese Tabelle zeigt das in dieser Arbeit verwendete Kit. 
Name Verwendung Hersteller 






2.2.6  Antikörper 
Tabelle 6 - Diese Tabelle zeigt die in dieser Arbeit gebrauchten Antikörper. 
Name Klon Verdünnung Ursprung Hersteller 
anti-CD44-VioBlue DB105 1:15 Maus Miltenyi Biotec 
GmbH 








anti-IgG1-VioBlue IS5-21F5 1:15 Maus Miltenyi Biotec 
GmbH 
anti-yH2A.X  JBW301 1:100 Maus Millipore Chemicon 
















2.2.7  Software 
Tabelle 7 - Diese Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendete Software. 
Name Funktion 
FlowJo Version 10 Auswertung der Daten des MACSQuant Analysers 10 
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Name Funktion 
IBM SPSS Statistics 25 Statistische Signifikanztestung 
Image J 1.52b Bearbeitung der Bilder des Konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops Leica SP5 
 
 
2.2.8  Statistik 
Tabelle 8 - Diese Tabelle führt die in dieser Arbeit angewendeten statistischen Tests auf. 
Test Verwendung 
Grubbs Ausreißertest Ausschließen von Ausreißern in einer Stichprobe; 
Signifikanzniveau: α = 0,05 
Mann-Whitney-Test Signifikanzberechnung der Kombinationsversuche  
 
 
2.2.9  Zelllinien 
Tabelle 9 - Diese Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien. 
Bezeichnung Referenz 
HT12347 Kultiviertes Patientenmaterial aus der Tumorbank des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden mit der Diagnose 
eines „Glioblastoma multiforme WHO Grad IV“, erstellt von der 
Pathologie des UKD, Erstkultivierung in DMEM-Primärmedium; weitere 
Kultivierung in DMEM-Komplettmedium 
HT18199 Kultiviertes Patientenmaterial aus der Tumorbank des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus in Dresden mit der Diagnose 
eines „Glioblastoma multiforme WHO Grad IV“, erstellt von der 
Pathologie des UKD, Erstkultivierung in DMEM-Primärmedium; weitere 
Kultivierung in DMEM-Komplettmedium 
HT18584 Kultiviertes Patientenmaterial des Universitätsklinikums Carl Gustav 
Carus in Dresden mit der Diagnose eines „Glioblastoma multiforme 
WHO Grad IV“, erstellt von der Pathologie des UKD, Erstkultivierung in 
DMEM-Primärmedium; weitere Kultivierung in DMEM-Komplettmedium 




Ziel dieser Arbeit war es, den additiven zytotoxischen Effekt der Kombinationsbehandlung 
von AZD1152 und TTFields gegenüber der alleinigen Therapie mit TTFields zunächst an 
einer etablierten Zelllinie zu überprüfen. Weiterhin sollte dieser Effekt an zwei primären 
Glioblastomzelllinien in vitro nachgewiesen werden. 
Um die genannten Hypothesen überprüfen zu können, wurde zunächst die Nutzung der 
TTFields in unserem Labor etabliert (siehe 2.1.9). Hierfür wurden Vorversuche durchgeführt, 
in denen das Design der folgenden Versuche bestimmt wurde. Weiterhin wurden die 
genutzten Primärkulturen charakterisiert, um die Ergebnisse vergleichen und interpretieren 
zu können.  
Für die Untersuchung der Kombinationsversuche wurde individuell für jede Zelllinien eine 
passende Konzentration des Aurora B Kinase-Inhibitors AZD1152 austitriert. Weiterhin 
wurden Bilder mit einem Lichtmikroskop sowie einem Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop 
aufgenommen, um den qualitativen Effekt der Behandlungsoptionen zu dokumentieren.  
 
3.1 Wahl des Designs der Kontrollgruppen 
Da es eine limitierte Anzahl an base plates gab, wurde untersucht, ob es einen quantitativen 
Unterschied zwischen dem Wachstum in den dishes und den 6-Well-Platten gibt. Hierfür 
wurden zwei unabhängige Versuche durchgeführt, bei denen die Kontrollen sowohl in den 
dishes als auch in 6-Well-Platten mitgeführt und diese anschließend verglichen wurden. 
Sowohl die Kontrollen als auch die behandelten Zellen wurden in den folgenden Versuchen 
in DMEM-Komplettmedium kultiviert. In beiden Gefäßen wurden hydrophil beschichtete 
cover slips verwendet. Initial wurden 2 × 104 Zellen eingesät, die nach 72 h mit 0,05%iger 





Abbildung 8:  Behandlung von U87-MG mit TTFields - Hier ist das quantitative Wachstum in dishes 
bzw. 6-Well-Platten der Zelllinie U87-MG zu sehen. Dargestellt ist der Mittelwert der am 
Durchflusszytometer gemessenen Zellzahl nach 72stündiger Inkubationszeit aus acht Ansätzen. Initial 
wurden für die Versuchsdurchführung 2 × 104 Zellen ausgesät. N = 1; n = 8. 
Wie in Abbildung 8 zu sehen ist, konnten nach der Inkubation in den 6-Well-Platten im Mittel 
2,59 × 106 Zellen im Durchflusszytometer detektiert werden. In den dishes wurden im 
Gegensatz dazu im Mittel nur 2,01 × 106 Zellen gezählt. Der mittlere Unterschied betrug 
somit 28 %. In der Abbildung 9 ist zu sehen, dass dieses unterschiedliche Wachstum in den 
verschiedenen Gefäßen reproduziert werden konnte. Die unbehandelten Kontrollen für die 
TTFields wurden auch hier sowohl in dishes als auch in 6-Well-Platten mitgeführt.  
 
Abbildung 9: Behandlung von U87-MG mit TTFields und AZD1152 - Dargestellt sind die Kontrollen 
des Kombinationsversuches mit AZD1152 und TTFields an U87-MG. Die Kontrollen wurden jeweils in 
dishes und in 6-Well-Platten mitgeführt, um potentielle quantitative Unterschiede im Wachstum 
feststellen zu können. Die Kontrollen wurden für 72 h inkubiert. Initial wurden 1 × 104 Zellen ausgesät. 
N = 1; n = 8. 
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Die mittlere Zellzahl der gemessenen dishes (siehe Abb. 9: „TTF dish“) lag bei 
1,0 × 105 Zellen. In den entsprechenden 6-Well-Platten (siehe Abb. 9: „TTF 6-Well-Platte“) 
konnten im Mittel 1,3 × 105 Zellen gemessen werden. Hierbei ergab sich ein mittlerer 
quantitativer Unterschied von 23 %. Eine weitere Zellzahldifferenz ergab sich in der 
AZD1152-Kontrollgruppe. Die mittlere Zellzahl in den dishes betrug 0,8 × 105 Zellen, 
während der Mittelwert der 6-Well-Platten 1,3 × 105 Zellen betrug. Im Mittel ergab sich hier 
ein Unterschied von 38 %. 
Es konnten somit in allen Vorversuchen deutliche Abweichungen im quantitativen Wachstum 
festgestellt werden. Es wurden Differenzen von 23 % - 38 % detektiert, wobei das Wachstum 
in der Gruppe der Kontrollen in 6-Well-Platten begünstigt war. Aufgrund dieser Vorversuche 
wurden alle weiteren Kontrollen in dishes mitgeführt und es wurde auf die Nutzung von 6-
Well-Platten als Zellkulturgefäß für die Kontrollen im Rahmen der Kombinationsversuche 
verzichtet. 
 
3.2 Typisierung der verwendeten Primärkulturen 
Da Glioblastome zu den Tumorentitäten zählen, die intratumoral eine sehr große 
Heterogenität aufweisen, erscheint es sowohl in der Klinik als auch bei der in vitro-Nutzung 
sinnvoll, die Tumore zu klassifizieren (Ene und Holland, 2015). In der Literatur ist eine Arbeit 
zu finden, die einzelsträngige RNAs von fünf primären Glioblastomen untersuchte und 
Unterschiede in der Proliferation der Zellen, der Immunantwort des Tumors, der vom Tumor 
genutzten onkogenen Signalwege und des Hypoxiegrades innerhalb der Tumore detektierte 
(Patel et al., 2014). Die Subtypisierung des molekularen Profils der Tumore spielt außerdem 
eine wichtige Rolle für die Therapieentscheidungen und die Prognose des betroffenen 
Patienten (siehe 1.2.1), weshalb u.a. die Analyse des MGMT-Status, des IDH1-
Mutationsstatus und die Bestimmung der Proliferationsrate zum Standard der Pathologie am 
UKD gehört (siehe Tabelle 10) (Friedmann-Morvinski, 2014; Liu et al., 2017). Für die 




3.2.1  Befunde der Pathologie des Universitätsklinikums 
Dresden 
Tabelle 10 - Pathologieberichte der Primärkulturen HT18584, HT12347 und HT18199 - Ein Teil 
des resezierten Tumors wurde in die Pathologie gesendet, um v.a. immunhistochemische Analysen 
durchzuführen, die entscheidend für die weitere Therapie sein können. Der endgültige Befund der 
Untersuchungen aller Tumore ergab die Diagnose eines Glioblastoma multiforme WHO Grad IV. 
 HT18584 HT12347 HT18199 
IDH1-Status IDH1-WT unbekannt IDH1-WT 




47,3 % unbekannt 20,6 % 









Die Tabelle 10 zeigt die Analyseergebnisse der Pathologie der untersuchten Primärkulturen. 
Die untersuchten Tumore reagierten in der Immunhistochemiefärbung der Pathologie alle 
stark positiv auf das Gliazellen-spezifische Intermediärfilament GFAP. In den Zellen der 
Primärkultur HT18584 konnte keine Mutation der IDH1 festgestellt werden. Der 
Proliferationsindex (Ki67) lag hier wechselnd zwischen < 5 % und bis zu 40 %. Die mittlere 
Methylierungsrate des MGMT-Promotors lag bei 47,3 %, was in der Pathologie des UKD als 
in der Regel klinisch relevant für die Therapie mit Temozolomid gilt (siehe 1.2.2). Die 
Proliferationsrate der Primärkultur HT12347 lag bei bis zu 15 %. Da diese Tumorzellen aus 
der Tumorbank des Universitätsklinikums Dresden stammen und zum Zeitpunkt der 
Kryokonservierung in der Pathologie des UKD noch nicht standardmäßig der IDH1-Status 
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sowie die Methylierungsrate bestimmt wurden, liegen keine Daten der genannten Parameter 
für diese Primärkultur vor. Für die Primärkultur HT18199 wurde ein IDH1-Wildtyp sowie ein 
Proliferationsindex von 5 % - 50 % bestimmt. Für die mittlere Methylierungsrate des 
MGMT-Promotors wurden 20,6 % ermittelt.  
Der endgültige Bericht der Pathologie des UKD ergab für alle analysierten Tumore am 
ehesten die Diagnose eines Glioblastoma multiforme WHO Grad IV. 
 
3.2.2  Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18584 
Zur Subtypisierung der für die Kombinationsversuche verwendeten primären Glioblastom-
Zelllinien in vitro wurde neben dem pathologischen Befund eine durchflusszytometrische 
Analyse von Einzelzellsuspensionen durchgeführt, um die Ergebnisse der Versuche 
einordnen und vergleichen zu können. Die primären Zellkulturen wurden auf das 
Vorhandensein des Tumorstammzellmarkers cluster of differentiation 44 (CD44), der 
Quantität des EGF-Rezeptors auf der Oberfläche sowie auf das Vorhandensein von GFAP 
untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit dem entsprechenden Antikörper inkubiert und am 
MACSQuant Analyzer 10 gemessen (siehe 2.1.8). Isotypkontrollen wurden mitgeführt und 
sind in den Abbildungen 10 in grau dargestellt. 
 
Abbildung 10: Immunphänotypisierung der Primärkultur HT18584 - Die durchflusszytometrische 
Analyse prüfte das Vorhandensein des Oberflächenmarkers CD44 (A), des EGF-Rezeptors (B) und 
des Intermediärfilaments GFAP (C). Isotypkontrollen wurden mitgeführt und sind in grau dargestellt. In 
blau bzw. rot ist der prozentuale Anteil an Zellen zu sehen, an denen der jeweilige Antikörper 
gebunden hat. 
Wie in Abbildung 10 (A) dargestellt, hat der Antikörper gegen CD44 an 98,3 % der 
gemessenen Tumorzellen des Glioblastoms HT18584 gebunden. Eine Überexpression des 
EGF-Rezeptors konnte nicht festgestellt werden, da der entsprechende Antikörper an nur 
0,1 % der gemessenen Zellen nachgewiesen wurde (siehe Abb. 10 (B)). Die 
Abbildung 10 (C) zeigt, dass 86,8 % der gemessenen Tumorzellen als GFAP-positiv zu 
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bewerten sind. Mit einem positiven Anteil von 98,3 % der gemessenen Zellen konnte in 
nahezu allen Zellen das Protein CD44 nachgewiesen werden, das als allgemeiner 
Tumorstammzellmarker gilt (Ranuncolo et al., 2002). Der hohe Anteil an Zellen, an den der 
Antikörper gegen das Intermediärfilament GFAP band, deutet auf den glialen Ursprung der 
Zellen hin (Oh und Prayson, 1999). Da keine Überexpression des EGF-Rezeptors 
nachgewiesen werden konnte, gehört die untersuchte Primärkultur am ehesten zu den 40 % 
der glialen Tumore, die keine Überexpression des EGF-Rezeptors aufweisen (Xu et al., 
2017). Die Ergebnisse der Immunphänotypisierung bestätigten somit die Diagnose der 
Pathologie des UKD. Es handelt sich bei der untersuchten Zellpopulation am ehesten um 
Tumorzellen eines Glioblastoma multiforme. 
 
3.2.3  Immunphänotypisierung der Primärkultur HT12347 
 
Abbildung 11: Immunphänotypisierung der Primärkultur HT12347 - Die durchflusszytometrische 
Analyse erfolgte gegen den Oberflächenmarker CD44 (A), den EGF-Rezeptor (B) und das 
Intermediärfilament GFAP (C). Isotypkontrollen wurden mitgeführt und sind in grau dargestellt. In blau 
bzw. rot ist der prozentuale Anteil an Zellen zu sehen, an denen der jeweilige Antikörper spezifisch 
gebunden hat. 
Wie in Abbildung 11 (A) zu sehen ist, wiesen 93,9 % der gemessenen Zellen der 
Primärkultur HT12347 ein positives CD44-Signal auf. Die Isotypkontrollen des 
EGF-Rezeptors wurden in Abbildung 11 (B) fast vollständig von dem Peak der Antikörper-
inkubierten Tumorzellen überlagert. Mit 0,3 % EGFR-positiven Zellen lässt sich eine 
Überexpression des EGF-Rezeptors in dieser Probe ausschließen. In Abbildung 11 (C) ist zu 
sehen, dass der Antikörper gegen GFAP an 99,7 % der gemessenen Zellen band und somit 
der Ursprung dieser Zellen am ehesten glial zu werten ist. Somit konnte auch hier die 
Immunphänotypisierung den Befund der Pathologie bestätigen, dass es sich bei diesem 
Tumor am ehesten um ein Glioblastoma multiforme handelt. 
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3.3 Titrationen mit AZD1152  
Als Vorversuche für die Kombinationsversuche wurde für die genutzten Zelllinien eine 
passende Konzentration an AZD1152 austitriert. Der zytotoxische Effekt in den 
Einzeltherapien sollte moderat gehalten werden, um über die Effektivität der 
Kombinationsbehandlung urteilen zu können. Für die Titrationen mit AZD1152 wurden die 
Zellen über 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen des Medikaments behandelt. Da 
diese Behandlung die Aurora B Kinase inhibiert, die einen Teil des Chromosomal Passenger 
Complexes bildet (Carmena et al., 2012), führt die Behandlung mit diesem Inhibitor zu 
Polyploidie (Wiedemuth et al., 2016). Somit wurde für die Auswertungen der Titrationen der 
Ploidiegrad der Zellen bestimmt und anhand dessen eine passende Konzentration 
ausgewählt (siehe 2.1.10). 
Die Konzentration an AZD1152 für die Behandlung der Zelllinie U87-MG konnte aus 
vorhergehenden Daten aus der Arbeitsgruppe von Dr. Giladi entnommen werden (Daten 
nicht gezeigt). Die Autoren konnten hier zeigen, dass eine Behandlung von U87-MG mit 
AZD1152 in einer Konzentration von 20 nM etwa die IC50 darstellte. Aufgrund dieser 
Ergebnisse wurden die Titrationen der Primärkulturen mit 10 nM, 15 nM, 20 nM, 25 nM und 
50 nM durchgeführt. 
 
3.3.1  Titration mit AZD1152 für die Primärkultur HT18584 
Die Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Titration der Primärkultur HT18584 mit AZD1152. 
 
Abbildung 12: Titration der Primärkultur HT18584 mittels AZD1152 – Die Abbildung zeigt den 
mittleren relativen Anteil der gemessenen Tumorzellen mit einem Chromosomensatz von 2n, 4n und 
8n bei verschiedenen AZD1152-Konzentrationen. N = 3; n = 3. 
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Es ist zu sehen, dass schon die Therapie mit 10 nM zu einem starken Anstieg des mittleren 
8n-Peaks von 29 % auf 57 % anteilig am Gesamt-DNA-Gehalt führt. Da der Anteil der Zellen 
mit einem Chromosomensatz von 8n bis zur Konzentration von 20 nM noch weiter anstieg 
und anschließend im Mittel zwischen 62 % und 63 % persistierte, wurde sich für die 
Durchführung der Kombinationsversuche mit AZD1152 und TTFields für eine Inhibitor-
Konzentration von 20 nM entschieden. Besonders auffällig an dieser Titration war, dass der 
initial gemessene DNA-Gehalt der unbehandelten Zellen einen großen relativen Anteil an 
Zellen mit 4n aufwies, weshalb dieser Tumor als überwiegend tetraploid bezeichnet wird.  
 
3.3.2  Titration mit AZD1152 für die Primärkultur HT12347 
Auch für die Primärkultur HT12347 (siehe Abb. 13) wurde eine Titration mit dem Medikament 
angefertigt, um eine geeignete Konzentration für die Kombinationsbehandlung zu eruieren. 
 
Abbildung 13: Titration der Primärkultur HT12347 mittels AZD1152 - Die Abbildung zeigt den 
mittleren relativen Anteil der gemessenen Tumorzellen mit einem Chromosomensatz von 2n und 4n 
bei verschiedenen AZD1152-Konzentrationen. N = 2; n = 3. 
Während mittlere 73 % der gemessenen Zellen einen diploiden Chromosomensatz 
aufwiesen und im Mittel nur 25 % der gemessenen Zellen einen Chromosomensatz von 4n 
besaßen, stieg der 4n-Peak mit AZD1152-Konzentrationerhöhung kontinuierlich. Mit diesem 
Anstieg ging ein Abfall des mittleren 2n-Peaks einher. Bei einer Konzentration von 20 nM 
zeigten im Mittel 53 % der Zellen einen DNA-Gehalt von 2n, während mittlere 43 % der 
Zellen einen DNA-Gehalt von 4n aufwiesen. Aufgrund dessen und um die Behandlungen der 
Primärkulturen sowie der Zelllinie U87-MG gut vergleichen zu können, wurde sich auch hier 




3.4 Kombinationstherapie mittels AZD1152 und TTFields 
Zur Überprüfung der Hypothese, ob beide Behandlungsmöglichkeiten einen additiven 
zytotoxischen Effekt erzielen können, wurde der anti-proliferative Effekt der 
Behandlungsmöglichkeiten sowie der Kombinationstherapie getestet. Hierfür wurde eine 
Versuchsgruppe ausschließlich mit TTFields behandelt, eine Gruppe mit AZD1152 in einer 
Konzentration von 20 nM inkubiert und eine Versuchsgruppe wurde der 
Kombinationstherapie ausgesetzt. Es wurde eine unbehandelte Kontrollgruppe in 
DMEM-Komplettmedium in den dishes mitgeführt. Die Zellen wurden nach der 72stündigen 
Behandlung abgelöst, zentrifugiert und in PBS resuspendiert. Anschließend wurde die 
Zellzahl mittels des Durchflusszytometers MACSQuant Analyzer 10 bestimmt (siehe 2.1.6, 
2.1.9). Die Zytotoxizität wurde zunächst an der etablierten Zelllinie U87-MG und weiterhin an 
den beiden ausgewählten Primärkulturen untersucht. Hierfür wurde nach der Quantifizierung 
der Zellen das Ergebnis jeder Versuchsgruppe auf den Mittelwert der Kontrolle normiert. Die 
statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-Tests zur 
Überprüfung eines signifikanten Unterschiedes zwischen zwei Gruppen. Es wurde sowohl 
die Einzeltherapie mit AZD1152 im Vergleich zur Kombinationstherapie auf ihre Signifikanz 




3.4.1  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an 
U87-MG 





































Abbildung 14: Kombinationsversuch von AZD1152 und TTFields an U87-MG - In dieser 
Abbildung sind die boxplots der gemessenen und getesteten Versuchsgruppen aus drei Versuchen 
mit jeweils mindestens vier Versuchsansätzen zu sehen. Jedes boxplot zeigt den Median der 
gemessenen Proben. Weiterhin sind das Minimum und das Maximum der Messung sowie das erste 
und dritte Quartil eingetragen. Alle gemessenen Zellzahlen wurden auf den Mittelwert der 
Kontrollgruppe normiert. *** = p < 0,001. N = 3; n ≥ 4. 
Sowohl die alleinige Behandlung mit den TTFields, als auch die Behandlung mit dem Aurora 
B Kinase-Inhibitor AZD1152 unterschied sich signifikant von der Kombination beider 
Behandlungsmöglichkeiten. Es konnte gezeigt werden, dass der mediane Anteil an 
AZD1152-behandelten Zellen mit 78 % (58 % - 101 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 
der Konzentration von 20 nM einen moderaten zytotoxischen Effekt erzielen konnte. Die 
Zellzahl in der Gruppe, die mit den TTFields behandelt wurden, nahm mit einem medianen 
Anteil von 58 % (32 % - 72 %) verbliebenen Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls 
ab. Signifikant davon unterschied sich die Zellzahl in der Kombinationsgruppe mit einem 
verbliebenen medianen Anteil von 40 % (13 % - 58 %) der Zellen. Insgesamt waren die 
Ergebnisse mit der etablierten Zelllinie U87-MG sehr gut reproduzierbar und die Hypothese, 
dass die kombinierte Behandlung mit AZD1152 und TTFields einen signifikant additiv 
wirkenden zytotoxischen Effekt gegenüber der Einzeltherapie mit TTFields aufweist, konnte 
hier bewiesen werden. 
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3.4.2  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an 
HT18584 
Um den Effekt möglichst klinikgerecht darzustellen, wurden im Folgenden Primärkulturen aus 
Glioblastomen untersucht. Die Subklassifizierung erfolgte mittels Immunphänotypisierung 

































Abbildung 15: Kombinationsversuch mit AZD1152 und TTFields an der Primärkultur HT18584 - 
Hier zu sehen sind die boxplots der Versuchsgruppen aus drei Versuchen mit jeweils mindestens vier 
Versuchsansätzen. Jedes boxplot zeigt den Median, das Minimum und Maximum sowie das erste und 
dritte Quartil. Alle gemessenen Zellzahlen wurden auf den Mittelwert der Kontrollgruppe normiert. 
*** = p < 0,001. N = 3; n ≥ 4. 
Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, konnte auch an dieser Primärkultur ein additiver 
zytotoxischer Effekt in der Kombinationstherapie nachgewiesen werden. Mit anteilig 50 % 
(27 % - 69 %) medianem Überleben der Zellen unter AZD1152-Therapie zeigte diese 
Zelllinie ein sehr gutes Ansprechen auf diese Behandlungsoption. Die Behandlung mit den 
TTFields erzielte ein medianes Überleben von 79 % (47 % - 94 %) der Zellen. Signifikant von 
dieser Behandlung unterschied sich die Kombinationstherapie mit verbliebenen medianen 
40 % (24 % - 61 %) der initial eingesäten Zellen.  
Ergebnisse 
41 
3.4.3  Quantitativer Effekt der Kombinationstherapie an 
HT12347 
In Abbildung 16 ist die Kombinationsbehandlung der zweiten getesteten Primärkultur 




































Abbildung 16: Kombinationsversuch mit AZD1152 und TTFields an der Primärkultur HT12347 - 
Hier zu sehen sind die boxplots der gemessenen und getesteten Versuchsgruppen aus drei 
Versuchen mit jeweils mindestens vier Versuchsansätzen. Jedes boxplot zeigt den Median der 
gemessenen Proben. Es sind der minimale und der maximale Wert der Messungen zu sehen sowie 
das erste und dritte Quartil. Alle gemessenen Zellzahlen wurden auf den Mittelwert der Kontrollgruppe 
normiert. *** = p < 0,001; *** = p < 0,01. N = 3; n ≥ 4. 
Auch die zweite getestete Primärkultur wies einen additiven zytotoxischen Effekt in der 
Kombinationsbehandlung auf. Der mediane Anteil, der mit AZD1152 behandelten 
Versuchsgruppe lag bei 68 % (60 % - 86 %) verbleibende Zellen und der ermittelte Median 
der TTField-Gruppe erreichte anteilig 59 % (38 % - 70 %) verbleibende Zellen. Die 
deutlichste Reduktion der Zellzahl war bei der Kombinationsbehandlung zu erkennen. Hier 
konnten im Vergleich zur unbehandelten Gruppe anteilig nur noch 44 % (35 % - 56 %) der 
Zellen gemessen werden. Die Kombination beider Behandlungsmöglichkeiten unterschied 




Somit konnte sowohl mit Hilfe der etablierten Zelllinie U87-MG als auch mit zwei 
Primärkulturen der additive zytotoxische Effekt der Kombinationsbehandlung im Vergleich 
zur Einzeltherapie mit den TTFields gezeigt werden. 
 
3.4.4  Qualitativer Effekt der Kombinationstherapien 
Um sowohl die Kombinationsbehandlungen als auch die Kontrollgruppen qualitativ beurteilen 
zu können, wurden Präparate für die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie angefertigt. Die 
Zellen wurden nach der 72stündigen Behandlung auf den cover slips fixiert und 
permeabilisiert. Anschließend wurde die DNA mit Hoechst 33342 in Blau angefärbt und die 
Zellmembranen mittels WGA-AlexaFluor 647 in Rot sichtbar gemacht. Für die Markierung 
von Doppelstrangbrüchen wurde ein primärer Antikörper gegen yH2A.X genutzt. Dessen 
Bindung wurde mittels des Sekundärantikörpers sheep-α-mouse IgG1-FITC in Grün sichtbar 
gemacht (siehe 2.1.12). Es wurden exemplarisch Bilder für die Kombinationstherapien von 
U87-MG und HT18584 angefertigt. 
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3.4.4.1 Die Kombinationstherapie mit U87-MG 
Die Abbildung 17 zeigt den qualitativen Effekt der Behandlungsoptionen zunächst an der 
etablierten Zelllinie U87-MG. 






Abbildung 17: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Zelllinie U87-MG - Die DNA wurde mit 
Hilfe von Hoechst 33342 angefärbt und ist in Blau dargestellt. Rot abgebildet sind die mit WGA-
AlexaFluor 647 angefärbten Zellmembranen und der sekundäre Antikörper sheep-α-mouse IgG1-FITC 
macht die Bindung an yH2A.X sichtbar und ist hier in Grün markiert. Die eingezeichnete Maßeinheit 
entspricht 25 µm.  
Die Bilder der Kontrollgruppe (Abb. 17, linke Spalte) zeigen homogene Zellkerne mit einem 
physiologischen Kern-Plasma-Verhältnis. Die Monotherapiegruppen und die 
Kombinationsbehandlung zeigen heterogene, vergrößerte Zellkerne (Abb. 17, 2. und 3. 
Spalte). Weiterhin sind in allen Therapiegruppen Doppelstrangbrüche zu sehen (Abb.17, 
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vierte Reihe, FITC). Die Bilder der Kombinationstherapie (Abb. 17, rechte Spalte) zeigen 
schließlich die Akkumulation der mitotischen Defekte der Zellen. 
3.4.4.2 Die Kombinationstherapie mit HT18584 
Auch bei der primären Glioblastom-Zelllinie HT18584 konnten mögliche Ursachen der 
Zytotoxizität der Behandlungen qualitativ gezeigt werden (siehe Abb. 18). 







Abbildung 18: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Primärkultur HT18584 - Die DNA 
wurde mit Hilfe von Hoechst 33342 angefärbt und ist in Blau dargestellt. Rot abgebildet sind die mit 
WGA-AlexaFluor 647 angefärbten Zellmembranen und der sekundäre Antikörper sheep-α-mouse 
IgG1-FITC macht die Bindung an yH2A.X sichtbar und ist hier in Grün markiert. Die eingezeichnete 
Maßeinheit entspricht 25 µm.  
In der unbehandelten Kontrollgruppe sind viele homogene Zellen mit kräftigen 
Zellmembranen zu sehen (Abb. 18, linke Spalte). Die Zellausläufer scheinen zu interagieren. 
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Die Kombinationstherapie allerdings zeigt stark vergrößerte Zellkerne mit einem 
unphysiologischen Kern-Plasma-Verhältnis sowie fragmentierten Zellkernen (Abb. 18, rechte 
Spalte). Wenige Zellen besitzen Ausläufer und das Bild erscheint insgesamt sehr heterogen. 
Der Antikörper gegen yH2A.X scheint sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den 
Therapiegruppen an einige phosphorylierte Histone gebunden zu haben (Abb. 18, unterste 
Reihe, FITC). Diese Bindung scheint hier unabhängig von der Behandlung zu sein und 
erscheint eher unspezifisch. 
Weiterhin fällt in den Abbildungen 17 und 18 in den Behandlungsgruppen die im Vergleich 
zur Kontrollgruppe reduzierte Zellzahl auf. Es ist hierbei zu beachten, dass es sich bei dem 
Bild um einen Ausschnitt des Präparats handelt. Nichtsdestotrotz lässt es Rückschlüsse auf 
die zuvor gezeigten zytotoxischen Effekte aller Behandlungsoptionen zu (siehe Abb. 14 und 
15). 
 
3.4.5  Zytotoxischer Effekt der Kombinationstherapie an 
HT12347 
Um die in 3.4.4.2 beschriebene Reduktion der Zellzahl besser beurteilen zu können, wurden 
lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt, die es ermöglichen, einen größeren Teil der 
cover slips zu bewerten. In der Abbildung 19 sind Ausschnitte von behandelten und 
unbehandelten Zellen der Primärkultur HT12347 nach der 72-stündigen Behandlungszeit 
abgebildet. Die Zellen wurden wie bei den vorangegangenen Kombinationsversuchen (siehe 
3.4.1) für 24 h adhäriert und anschließend für 72 h in DMEM-Komplettmedium mit Hilfe der 
entsprechenden Applikationen und Konzentration an AZD1152 inkubiert. Nach der 
Durchführung des Kombinationsversuches der Primärkultur HT12347 wurden die cover slips 
in 6-Well-Platten überführt, die zuvor mit PBS gefüllt wurden. Mit Hilfe eines Zeiss 
Lichtmikroskops wurden Bilder des Zellrasens aufgenommen. Die Abbildung 19 zeigt zwei 










Abbildung 19: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Versuchsgruppen der Primärkultur 
HT12347 – Die Abbildung zeigt Ausschnitte der unbehandelten und behandelten Versuchsgruppen 
des Kombinationsversuches der Primärkultur HT12347. Die linke Spalte repräsentiert 
Übersichtsaufnahmen mit einer 2,5-fachen Vergrößerung. Die rechte Spalte wurde in 10-facher 
Vergrößerung aufgenommen. Die eingezeichneten Größenmaßstäbe in den Bildern der Kontrollen 
entsprechen in der linken Spalte 200 µm und in der rechten Spalte 100 µm. 
Bei der Beschreibung dieser Bilder ist zu beachten, dass es sich um Ausschnitte der 
behandelten Fläche handelt. Da die Aufnahmen repräsentativ ausgewählt wurden, sind 
jedoch einige Rückschlüsse auf die zuvor gezeigten quantitativen Unterschiede (siehe 3.4.3) 
möglich. Die linke Spalte der Abbildung 19 zeigt Übersichtsaufnahmen mit einer 2,5-fachen 
Vergrößerung. Die Aufnahme der Kontrolle wirkt zunächst homogen. Das cover slip ist auf 
diesem Bild gleichmäßig und dicht bewachsen. Die Einzeltherapien scheinen zu einem 
weniger dichten Zellrasen zu führen, das Bild der Kombinationstherapie erscheint heterogen. 
Die rechte Spalte der Abbildung 19 zeigt beispielhaft Aufnahmen, die mit einer 10-fachen 
Vergrößerung aufgenommen wurden. Auch hier sind im Bild der Kontrolle homogen 
wirkende Zellen zu sehen, die dicht gewachsen sind. Die Einzeltherapien zeigen nur einen 
minimal weniger dichten Zellrasen. In der Kombinationsbehandlung allerdings sind 
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heterogene Zellen zu sehen, die verschieden ausgeprägte Zellausläufer besitzen. Insgesamt 
sind in diesem Bild quantitativ weniger Zellen zu sehen. Diese Hypothese lässt sich durch 
die vorangegangenen Versuche, die den zytotoxischen Effekt der Einzeltherapien und vor 
allem den additiven zytotoxischen Effekt in der Kombinationsbehandlung zeigen konnten, 
bestätigen. 
 
3.5 Titrationen mit Temozolomid 
Als Ziel dieser Arbeit wurde die bestmögliche Darstellung der klinischen Verhältnisse in vitro 
angestrebt. Da die Standardtherapie nach der Resektion die Radiochemotherapie vorsieht 
(siehe 1.4.1), wurden Titrationen mit dem standardmäßig verwendeten Zytostatikum 
Temozolomid durchgeführt. Die Evaluation einiger Phase I-Studien zeigte, dass in 
Abhängigkeit von vorangegangenen Therapien und dem Allgemeinzustand der betreffenden 
Patienten die Substitution per os zwischen 150 und 200 mg/m2 Temozolomid den besten 
Effekt erzielen konnte (Friedman et al., 2000). Da die Applikation per os und in vitro kaum 
vergleichbar sind, wurde sich in Anlehnung an das zitierte review, das eine IC50 von 172 µM 
für die Zellinie U87 vorgibt, für die Titration von U87-MG mit TMZ für folgende 
Konzentrationen entschieden: 50 µM, 100 µM, 200 µM sowie 400 µM (Lee, 2016). Für die 
Behandlung von Primärkulturen wurden erweiterte Titrationen mit 25 µM, 50 µM, 100 µM, 
200 µM, 400 µM sowie 800 µM durchgeführt. Temozolomid wurde nach Herstellerangaben in 
DMSO gelöst. Da DMSO in höheren Dosierungen zytotoxisch wirkt, wurden parallel zum 
Einsatz von TMZ äquivalente DMSO-Konzentrationen bei der Titration mitgeführt. 
Die Zellen wurden zunächst in 96-Well-Platten ausgesät. Nach 24stündiger Adhäsion wurde 
die erste Dosis TMZ hinzugefügt. Es wurde alle 24 h frisches Medium mit den 
entsprechenden Konzentrationen an Temozolomid zu den Zellen gegeben. Zur Bestimmung 
der Vitalität der Zellen wurde der AlamarBlue Cell Viabilitiy Assay der Firma Invitrogen 
GmbH genutzt (siehe 2.1.11). Die Behandlung mit Temozolomid wurde zunächst an der 
Zelllinie U87-MG durchgeführt. 
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3.5.1  Therapie mit Temozolomid an U87-MG 
 
Abbildung 20: Titration mit Temozolomid und DMSO an U87-MG - Die Abbildung zeigt die relative 
Fluoreszenz der einzelnen TMZ- bzw. DMSO-Konzentrationen der Zelllinie U87-MG. Die Ergebnisse 
wurden auf die mittlere Fluoreszenz von 0 µM normiert. N = 2; n = 6. 
Wie in der Abbildung 20 zu sehen ist, scheint die Therapie von Temozolomid bei einer 
applizierten Dosis von 50 µM einen zytotoxischen Effekt zu erzielen, der kontinuierlich mit 
der Erhöhung der Konzentration zunimmt. Die Behandlung mit 200 µM über 72 h führte zu 
einem mittleren Verlust von 19 % der relativen Fluoreszenz, die äquivalent zur Menge an 
vitalen Zellen in der Probe zu interpretieren ist. Bis zur Behandlung von einschließlich 
400 µM DMSO konnte keine Abnahme der relativen Fluoreszenz der DMSO-behandelten 
Gruppe beobachtet werden.  
Somit konnte ein Einfluss des DMSOs auf die Zytotoxizität des TMZ bei der Behandlung von 
U87-MG mit Temozolomid in DMSO bis zu einer Konzentration von 400 µM ausgeschlossen 
werden.  
 
3.5.2  Therapie mit Temozolomid an Primärkulturen 
Um auch Kombinationsversuche mit TTFields, AZD1152 und Temozolomid durchführen zu 
können, wurde im Folgenden versucht, die zuvor gezeigten Daten an Primärkulturen zu 
reproduzieren. Die Zytotoxizität des Temozolomids und vor allem das Ausbleiben des 





Abbildung 21: Titration der Primärkultur HT18199 mit Temozolomid und DMSO – Die Abbildung 
zeigt die gemessene relative Fluoreszenz der einzelnen TMZ-Konzentrationen der Primärkultur 
HT18199. Die Ergebnisse wurden auf den Mittelwert der gemessenen relativen Fluoreszenz von 0 µM 
normiert. N = 2; n = 6. 
Die Abbildung 21 zeigt die Temozolomid-Titration einer Glioblastomprimärkultur. Bis zu einer 
Konzentration von 200 µM schien weder das Temozolomid noch das DMSO einen Einfluss 
auf die Vitalität der Zellen zu haben. Sowohl in der TMZ- als auch in der DMSO-Gruppe 
lagen die mittleren Werte der gemessenen Proben bei nahezu 100 %, somit waren 
annähernd alle behandelten Zellen noch in der Lage, Resazurin zu reduzieren. 
Die Konzentrationen von 400 µM und 800 µM zeigten die ersten zytotoxischen Effekte beider 
Reagenzien. Der Anteil vitaler Zellen lag in der mit TMZ-behandelten Gruppe im Mittel zuerst 
bei 82 % und fiel bei der höchsten Konzentration auf den mittleren Wert von 48 % ab. Doch 
auch die Vitalität der Zellen in der DMSO-Gruppe fiel bei den höheren Konzentrationen ab. 
Bei der Verabreichung von 400 µM DMSO konnten im Mittel noch 87 % der Zellen das 
Resazurin umsetzen, während im Mittel nur 56 % der Zellen, die mit 800 µM DMSO 
behandelt wurden, als vital eingestuft wurden. Sehr auffällig hierbei war vor allem, dass der 
zytotoxische Effekt bei den höheren Konzentrationen ähnlich stark abnahm. Die Differenz 
des Anteils vitaler Zellen bei den Konzentrationen 400 µM und 800 µM Temozolomid lag im 
Mittel bei 34 %. Der Mittelwert der Differenz der gemessenen Vitalität in der DMSO-Gruppe 
betrug hier 31 %. 
Aufgrund dieser Ergebnisse lässt sich die Hypothese aufstellen, dass der zytotoxische Effekt 
des Temozolomids in der Kultivierung der primären Glioblastomzellen HT18199 maßgeblich 
von dem zytotoxischen DMSO verursacht wird. 
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Diese Hypothese konnte bei der Titration einer weiteren Primärkultur bekräftigt werden 
(siehe Abb. 22). 
  
Abbildung 22: Titration der Primärkultur HT18584 mit Temozolomid und DMSO – Die Abbildung 
stellt die gemessenen relativen Floreszenzen von Resorufin an der Primärkultur HT18584 dar. Die 
Ergebnisse wurden auf den Mittelwert der gemessenen relativen Fluoreszenz von 0 µM normiert. 
N = 1; n = 6. 
Die Behandlung mit Temozolomid schien auch hier bis zu einer Konzentration von 200 µM 
keinen Einfluss auf die Vitalität der Zellen zu haben. Die mittleren Werte lagen bei etwa 
100 % vitaler Zellen in den gemessenen Proben. Hingegen zeigte schon eine Konzentration 
von 25 µM DMSO eine Abnahme vitaler Zellen um mittlere 15 %, die bis zu einer applizierten 
Konzentration von 200 µM DMSO persistierte. Die Behandlung der Zellen mit TMZ schien 
erst bei einer Konzentration von 400 µM TMZ eine deutliche Abnahme des Anteils vitaler 
Zellen in der Probe zu verursachen. Im Verlauf nahm der Anteil vitaler Zellen in der TMZ-
Gruppe im Mittel von 98 % bei 200 µM TMZ über 72 % bei 400 µM TMZ bis auf 40 % in der 
höchsten TMZ-Konzentration von 800 µM ab. In der DMSO-Gruppe sank der mittlere Anteil 
vitaler Zellen von 84 % bei 200 µM DMSO-Applikation im Verlauf auf 68 % vitaler Zellen und 
in der höchsten Konzentration von 800 µM auf anteilig 50 % vitale Zellen in der Probe. Das 
DMSO schien insgesamt bis zu einer applizierten Konzentration von 400 µM DMSO einen 
stärkeren zytotoxischen Effekt zu erzielen als das Medikament TMZ. 
In den Abbildungen 21 und 22 ist somit deutlich zu sehen, dass die Abnahme der Zellvitalität 
von den zwei gezeigten Primärkulturen in höheren Dosen in der TMZ-Gruppe maßgeblich 
von der Wirkung des DMSOs beeinflusst wird und der zytotoxische Effekt nicht 
ausschließlich auf die Wirkung des Temozolomids zurückgeführt werden kann. Aufgrund 
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Das Glioblastom spielt als häufigster hirneigener, maligner Tumor mit einer 5-Jahres-
Überlebensrate von weniger als 5 % nach Diagnose eine zentrale Rolle in der aktuellen 
Forschung, um diese Prognose zu verbessern und ein längeres Überleben zu ermöglichen 
(Batash et al., 2017). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fragestellung untersucht, ob durch die Kombination des 
Therapieansatzes mit elektrischen Feldern (Tumor Treating Fields, TTFields) mit einer 
medikamentösen Inhibierung der Aurora B Kinase ein additiver Therapieeffekt erzielt werden 




4.1.1  Wachstumsanalyse der Kontrollgruppen 
In einigen vorhergehenden Arbeiten zur in vitro-Applikation der TTFields wurden die 
Kontrollen in 4-Well-Platten mitgeführt, wohingegen die behandelten Zellen in den dishes 
kultiviert wurden (Kirson et al., 2004; Kirson et al., 2009; Giladi et al., 2014; Voloshin et al., 
2016). Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst gezeigt werden, dass die Kultivierung der 
Zellen in 6-Well-Platten im Gegensatz zur Kultivierung in den dishes, in welchen alle 
Therapien durchgeführt wurden, keine quantitativen Unterschiede aufwies. Bei der 
Kultivierung der Zelllinie U87-MG in 6-Well-Platten wurden im Mittel 28 % mehr Zellen 
gemessen als bei der Kultivierung in den dishes (siehe Abb. 8). Dieses in der 6-Well-Platte 
begünstigte Wachstum im Vergleich zu den dishes zeigte sich auch bei den Kontrollgruppen 
der Kombinationsversuche, wo mittlere Unterschiede von 23 % sowie 38 % detektiert wurden 
(siehe Abb. 9). 
Im Verlauf der Arbeit wurde sich aufgrund dieser Ergebnisse für die Kultivierung der 
Kontrollgruppen in dishes entschieden, um Aussagen über den zytotoxischen Effekt der 
Behandlungsmöglichkeiten ohne Beeinflussung durch Materialunterschiede treffen zu 
können. Eine mögliche Ursache für das unterschiedliche Wachstum könnte die Abdeckung 
der Zellkulturgefäße sein. Für die Behandlung mit den dishes wurde auf jede Vertiefung ein 
eigener Deckel gesetzt, während es eine gemeinsame Abdeckung für alle Adhäsionsflächen 
der 6-Well-Platten gab. Dabei schienen die dishes mit den einzelnen Deckeln dichter 
verschlossen zu sein. Darauf deutete auch die in den Versuchen beobachtete vermehrte 
Kondensierung an den Deckeln der dishes hin. Der Gasaustausch im Brutschrank könnte 
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somit durch den festschließenden Deckel der dishes beeinträchtigt gewesen sein, was zu 
einer geringeren Teilungsrate der Zelllinie U87-MG in den dishes geführt haben könnte. 
 
4.1.2  Charakterisierung der Primärkulturen  
Die erstmalige in vitro-Kultivierung der am häufigsten für die Erforschung von Glioblastomen 
genutzten Zelllinie U87 erfolgte bereits 1968 (Pontén und Macintyre, 1968). Diese Zelllinie 
gilt seither als etabliert und wurde aufgrund dessen auch im Rahmen dieser Arbeit für 
jegliche Vorversuche genutzt. Einige Forschungsgruppen haben jedoch festgestellt, dass 
sich u.a. das DNA-Profil der seit Jahren kultivierten Zellen von dem originalen Tumorgewebe 
unterscheidet (Clark et al., 2010; Allen et al., 2016). In der zitierten Literatur konnte 
nachgewiesen werden, dass sich u.a. die Analysen der Mikrosatelliten der Zelllinie U87-MG 
je nach Hersteller unterscheiden können. 
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich Versuche mit 
Primärkulturen durchgeführt, um die klinischen Bedingungen möglichst genau zu imitieren. 
Hierbei ist zu beachten, dass das Glioblastom zu den Tumorentitäten mit der höchsten 
intratumoralen Heterogenität gehört (Patel et al., 2014; Ene und Holland, 2015). Diese 
Eigenschaft ist in vitro schwierig zu simulieren und kann durch die Kultivierung von primärem 
Patientenmaterial in der Zellkultur nicht vollständig abgebildet werden. In einigen 
Veröffentlichungen wurde ein Selektionsdruck der heterogenen Zellpopulationen 
beschrieben, der u.a. durch das verwendete Medium verursacht werden kann (Lee et al., 
2006; Ledur et al., 2017). Dieser kann dazu führen, dass eine bestimmte Zellpopulation sehr 
stark proliferiert und andere Zellen weniger stark. Folglich ist es möglich, dass im Rahmen 
einer mehrtägigen Kultivierung von Patientenmaterial andere Zellen, wie etwa Fibroblasten, 
besser an die Kulturbedingungen angepasst sind und stärker proliferieren. Um 
nachzuweisen, dass die folgenden Versuche an Zellen eines Glioblastoms durchgeführt 
wurden und die in den Zellgefäßen herangezüchtete Zellpopulation einem Glioblastom 
entsprach, wurden die Zellen mittels Immunphänotypisierung analysiert. Für diesen Zweck 
wurden drei Antikörper ausgewählt, mit deren Hilfe Merkmale von Glioblastomen 
nachgewiesen werden konnten. Der erste Antikörper richtete sich gegen GFAP. Dies ist ein 
Intermediärfilament, das im Cytoplasma von Gliazellen vorkommt. In der Literatur konnte 
gezeigt werden, dass 100 % der 23 untersuchten GBM-Patienten GFAP-positiv waren (Oh 
und Prayson, 1999). Auf dieser Grundlage wurden Primärkulturen nur dann in die Versuche 
eingeschlossen, wenn eine GFAP-positive Färbung vorlag. Bei der durchflusszytometrischen 
Analyse konnten 86,8 % der Zellen der Primärkultur HT18584 (siehe Abb. 10) und 99,7 % 
der Zellen der Primärkultur HT12347 (siehe Abb. 11) als GFAP-positiv deklariert werden. 
Diese Ergebnisse konnten im Rahmen der immunhistochemischen Färbung der Pathologie 
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des UKD bestätigt werden (siehe Tabelle 10). Folglich konnte bei allen im Rahmen der 
Kombinationsversuche verwendeten Primärkulturen von einem glialen Ursprung der Zellen 
ausgegangen werden.  
Als weiterer Marker wurde die Expression des cluster of differentiation 44 (CD44) untersucht. 
CD44 dient im Allgemeinen als Stammzellmarker von Tumoren. Im Rahmen einer Studie 
konnte gezeigt werden, dass 70 von 84 Gliomen eine positive Färbung für CD44 aufwiesen 
(Ranuncolo et al., 2002). Da auch in den Versuchen dieser Arbeit 98,3 % der analysierten 
Zellen der Primärkultur HT18584 (siehe Abb. 10) sowie 93,9 % der Primärkultur HT12347 
CD44-positiv waren (siehe Abb. 11), wurden diese Ergebnisse als eine weitere Bestätigung 
für das Vorliegen einer Glioblastomprimärkultur gewertet. Der dritte Antikörper diente zum 
Anfärben des EGF-Rezeptors, der in ca. 60 % der Glioblastome überexprimiert ist, 
wohingegen nur 10 % der sekundären Glioblastome einen überexprimierten EGFR 
aufweisen (Xu et al., 2017). Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Primärkulturen wiesen 
keine Expression des EGF-Rezeptors auf (siehe Abb. 10 und 11). Daher muss davon 
ausgegangen werden, dass die beiden untersuchten Tumore zu den 40 % der Glioblastome 
ohne EGFR-Überexpression gehören. Zusammenfassend konnten die mittels 
durchflusszytometrischer Immunphänotypisierung ermittelten Ergebnisse der GFAP-Färbung 
von der Pathologie mit Hilfe einer immunhistochemischen Färbung des 
Ausgangstumorgewebes bestätigt werden. Die Befunde der Pathologie entsprechen gemäß 
neuropathologischen Kriterien am ehesten der Diagnose eines Glioblastoma multiforme.  
 
4.2 Die neuen Behandlungsoptionen 
4.2.1  Applikation der TTFields 
In zahlreichen Vorversuchen unterschiedlicher Arbeitsgruppen wurden die optimalen 
Bedingungen für den Einsatz des Inovitro™-Systems zur in vitro-Applikation der TTFields 
anhand unterschiedlicher Tumorentitäten ermittelt. Für die Behandlung von Tumoren im 
Allgemeinen wurde der größte Effekt mit mittleren Frequenzen (100-500 kHz) und niedrigen 
Feldintensitäten (1-3 V/cm) nachgewiesen (Hottinger et al., 2016). Für die in vitro-
Behandlung der Glioblastome konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit 200 kHz und 
1,7 V/cm den stärksten zytotoxischen Effekt bei den Glioblastomen hervorruft (Kirson et al., 
2004; Kirson et al., 2007; Clark et al., 2017; Porat et al., 2017). Die Applikationsdauer der 
TTFields in den zitierten Quellen betrug jeweils 72 h. Um die Daten, die im Rahmen dieser 
Arbeit angefertigt wurden, mit den aktuellen Forschungen zu vergleichen, wurde das 
erläuterte Modell fortlaufend genutzt. 
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Klinisch konnte eine Phase III-Studie von 2017 das verbesserte Gesamtüberleben bei 
zusätzlicher Applikation von TTFields zur Standardtherapie belegen (Stupp et al., 2017). Es 
konnte außerdem gezeigt werden, dass die Applikation der TTFields außer Hautirritationen 
keine Nebenwirkungen hervorrufen (Davies et al., 2013; Stupp et al., 2017; Mun et al., 2018). 
Die Anwendung der TTFields in vivo zur Glioblastomtherapie wird derzeit intensiv in 
klinischen Studien erforscht (Mun et al., 2018). Es wird beispielsweise untersucht, ob der 
Behandlungserfolg anhand eines high-resolution MRTs überprüft werden kann oder ob eine 
Therapie mittels TTFields und Bevacizumab in der Rezidiv-Situation einen zusätzlichen 
Nutzen erzielen kann. Darüber hinaus wurde die klinische Anwendung auch für die Therapie 
von Pankreas-Karzinomen, Ovarial-Karzinomen sowie der Behandlung von kleinzelligen 
Lungenkarzinomen (NSCLC) im Rahmen von Phase II-Studien überprüft. Insgesamt zeigten 
die Analysen erste vielversprechende und nebenwirkungsarme Ergebnisse (Giladi et al., 
2014; Rivera et al., 2016; Vergote et al., 2017). 
 
4.2.2  Die Behandlung mit AZD1152 
Um den zytotoxischen Therapieeffekt auf die Glioblastomzellen mittels TTFields zu 
verstärken, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Inhibitor der Aurora B Kinase genutzt 
(AZD1152). Durch die Inhibierung dieses Enzyms wird im Rahmen der Aufgaben des 
Chromosomalen Passenger Complex (CPC) sowohl die Assemblierung des 
Spindelapparates als auch die Verbindung von Kinetochoren und Mikrotubuli nicht 
ausreichend kontrolliert (Wiedemuth et al., 2016). Eine Inhibierung des CPC kann zu 
Polyploidie, einem Mitosearrest oder dem Tod der Zelle führen (Yamauchi et al., 2013; 
Helfrich et al., 2016; Wiedemuth et al., 2016). In Tierversuchen mit Xenograft-Mäusen konnte 
bereits eine Reduktion der Tumormasse bei humanen Kolon- und Lungenkarzinomen sowie 
hämatologischen Malignomen gezeigt werden (Wilkinson et al., 2007). Einige klinische 
Studien demonstrierten, dass die Therapie mit AZD1152 für fortgeschrittene solide Tumore 
und auch für die Therapie der akuten myeloischen Leukämie einen Progress der Erkrankung 
verhindern kann (Boss et al., 2011; Löwenberg et al., 2011; Kantarjian et al., 2013). Als 
häufigste Nebenwirkungen sind für die klinische Anwendung von AZD1152 Thrombo- und 
Leukozytopenien, vor allem Neutropenien, Stomatitiden und Mukositiden beschrieben 
(Dennis et al., 2012; Kantarjian et al., 2013; Schwartz et al., 2013). Diese Nebenwirkungen 
sind keineswegs zu vernachlässigen, ähneln jedoch denen der applizierten Chemotherapie 
zur Behandlung des Glioblastoms (Stupp et al., 2005).  
In der Literatur liegen unterschiedliche Daten zur in vitro-Behandlung mit AZD1152 vor. Für 
humane Leukämiezelllinien wurden Konzentrationen von 51 nM bis 5300 nM als IC50 
beschrieben (Yamauchi et al., 2013). Für einige Zelllinien, wie z.B. die humane 
Diskussion 
56 
Kolonkarzinomzelllinie SW116 oder die humane Lungenkarzinomzelllinie DMS114, wurden 
Konzentrationen von 3 nM bis 2235 nM in der Literatur als zytotoxisch wirksame Dosen 
definiert (Alferez et al., 2012). Für die Behandlung der Zelllinie U87-MG mittels AZD1152 
lagen uns Daten aus vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Dr. Giladi 
vor (Daten nicht gezeigt). Die hier ermittelten 20 nM als IC50 für die Behandlung der Zelllinie 
U87-MG wurden im Rahmen dieser Arbeit genutzt und lagen damit im unteren Bereich im 
Vergleich zu den oben beschrieben Literaturwerten. Primärkulturen von Glioblastomen 
wurden zum derzeitigen Stand noch nie mittels AZD1152 behandelt. Aus diesem Grund 
wurde, angelehnt an die Ergebnisse für die Behandlung von U87-MG, individuell für jede 
Primärkultur eine adäquate AZD1152-Konzentration austitriert.  
Um für die Evaluation der Kombinationsbehandlung ausreichend Zellen für die 
durchflusszytometrische Analyse zu erhalten, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein moderater 
und nicht übermäßiger zytotoxischer Effekt erzielt werden. Aus diesem Grund und den im 
Vorangegangen beschriebenen Literaturverweisen wurde sich für die Titration mit 
Konzentrationen von 10 nM, 20 nM, 25 nM sowie 50 nM AZD1152 entschieden. Wie in 
Abbildung 12 zu sehen ist, konnte für die Behandlung der Primärkultur HT18584 ein Plateau 
austitriert werden, das bei der Applikation von 20 nM, 25 nM und 50 nM AZD1152 im Mittel 
zwischen 62 % und 65 % Zellen mit einem DNA-Gehalt von 8n lag. Aufgrund dieser Daten 
wurde sich für die Behandlung der Zellen mit 20 nM AZD1152 entschieden, da dies der 
minimalen Konzentration entsprach, mit der das Behandlungsplateau sicher erreicht werden 
konnte. Die Titration der Primärkultur HT12347 unterschied sich hiervon. Es wurde kein 
deutliches Plateau in den Titrationen erkennbar (siehe Abb. 13). Die Behandlung mit 20 nM 
AZD1152 zeigte, dass im Mittel 54 % der Zellen einen DNA-Gehalt von 4n und 43 % einen 
DNA-Gehalt von 8n aufwiesen. Diese Konzentration erzielte somit den gewünschten 
moderaten zytotoxischen Effekt. Ein weiteres Argument für die Behandlung der Zellen mit 
20 nM stellt die gute Vergleichbarkeit der Zelllinien bei der Anwendung gleicher 
Konzentrationen untereinander dar. Da für die Zelllinie U87-MG bereits eine IC50 von 20 nM 
austitriert wurde und die Zelllinie HT18584 ein Plateau der Behandlungsoption bei 20 nM 
zeigte, erschien es sinnvoll, auch die Zelllinie HT12347 mit 20 nM zu behandeln.  
Eine Erklärungsmöglichkeit für das unterschiedliche Ansprechen der Primärkulturen 
HT18584 und HT12347 auf die Therapie mit AZD1152 stellt der initiale DNA-Gehalt der 
Zellen dar. Die Primärkultur HT18584 gilt als tetraploid, da ein großer Anteil der Zellen initial 
einen DNA-Gehalt von 4n aufwies (siehe Abb. 12). Eine tetraploide Zelle mit einem erhöhten 
DNA-Gehalt muss während der Mitose mehr DNA verteilen, was zu einer 
störungsanfälligeren Mitose führt. Da die Wirkung des AZD1152 an dieser Stelle eingreift, ist 
es möglich, dass diese Zellen aufgrund dessen sensitiver auf die Behandlung mit AZD1152 
reagierten. Dieser Zusammenhang sollte weiter untersucht werden, um zu analysieren, ob 
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intratumorale Tetraploidie möglicherweise ein prognostisch günstiger Marker für die 
Behandlung mit AZD1152 darstellt. 
 
4.2.3  Die Kombinationstherapie 
Nachdem die Titrationen mittels AZD1152 erfolgreich durchgeführt wurden und der Nutzen 
dieses Medikamentes im Rahmen dieser Arbeit an den beschriebenen Zelllinien belegt 
werden konnte, wurden Kombinationsversuche durchgeführt. Es wurde zunächst der 
zytotoxische Effekt für die Einzeltherapien als auch für die Kombinationsbehandlung anhand 
der kommerziellen Zelllinie U87-MG untersucht (siehe Abb. 14). Es konnte gezeigt werden, 
dass nach der Applikation der Kombinationstherapie im Median 60 % der behandelten Zellen 
einen Zelltod erlitten und die Tumorzellzahl somit signifikant reduziert werden konnte. 
Außerdem unterlagen beide Einzeltherapien in ihrer Effektivität signifikant der 
Kombinationstherapie. In der Literatur konnten für die Monotherapie von U87-MG mit 
TTFields etwas wirkungsvollere Ergebnisse erzielt werden (Porat et al., 2017; Kessler et al., 
2018). Die genannten Forschungsgruppen konnten die Zellzahl der mit TTFields 
behandelten Zellen auf etwa 40 % verbleibende Zellen reduzieren, wohingegen im Rahmen 
dieser Arbeit ein medianer Anteil von 58 % nach der Therapie mit TTFields detektiert wurde. 
Eine mögliche Erklärung für die scheinbar wirkungsvolleren Ergebnisse könnte die 
Kultivierung der Kontrollgruppe sein, denn in beiden genannten Quellen wurden die 
Kontrollgruppen nicht in dishes sondern in wells mitgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte 
allerdings gezeigt werden, dass das Wachstum in 6-Well-Platten begünstigt zu sein scheint 
(siehe Abb. 8 und Abb. 9). Da die angegebenen Ergebnisse auf die Kontrollgruppen normiert 
wurden, könnte ein verbessertes Wachstum der Zellen in den Kontrollgruppen zu einer 
größeren Zellzahldifferenz in den Behandlungsgruppen und somit zu scheinbar 
wirkungsvolleren Ergebnissen geführt haben. 
Um auch hier die klinische Situation bestmöglich darzustellen, wurden im Folgenden zwei 
Primärkulturen untersucht. Daten zum zytotoxischen Effekt der TTFields anhand von 
Primärkulturen von Glioblastompatienten liegen derzeit nicht vor. Die Primärkultur HT12347 
(siehe Abb. 16) zeigte einen statistisch signifikanten zytotoxischen Effekt in der 
Kombinationstherapie, wobei eine mediane Zellzahlreduktion auf 44 % verbleibende Zellen 
erzielt wurde. Der zytotoxische Effekt der Monotherapien unterlag in seiner Effektivität, wie 
auch zuvor für die Zelllinie U87-MG beschrieben, statistisch signifikant der 
Kombinationstherapie.  
Das Ergebnis der Kombinationstherapie für die Primärkultur HT18584 ist in Abbildung 15 zu 
sehen. Hier erlangte die Kombinationstherapie den größten zytotoxischen Effekt mit einem 
medianen Verlust von 60 % der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Monotherapie 
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mit TTFields schien hier einen schlechteren zytotoxischen Effekt im Vergleich zu den 
vorhergehenden untersuchten Zelllinien zu erzielen. Eine Erklärungsmöglichkeit hierfür ist 
die zuvor geschilderte Tetraploidie der Zelllinie HT18584. Eine Korrelation zwischen der 
Größe einer Zelle und deren DNA-Inhalt ist seit vielen Jahren bekannt (Gregory, 2001; 
Petrov, 2002; Cavalier-Smith, 2005; Chan und Marshall, 2010). In der Literatur ist für die 
TTField-Applikation ein Zusammenhang zwischen der Effektivität der Behandlung und der 
Größe der Zellen beschrieben (Kirson et al., 2004; Kirson et al., 2007; Wenger et al., 2015). 
Es wäre somit möglich, dass im Rahmen der Kombinationsversuche an dieser Stelle die 
vergrößerten Zellen schlechter auf die Behandlung mit TTFields reagierten. Die Reaktion der 
Zelllinie auf die Behandlung mit AZD1152 wiederum schien im Vergleich zu den zuvor 
gezeigten Kulturen einen stärkeren Effekt zu erzielen. Eine Erklärung hierfür stellt am 
ehesten die zuvor beschriebene Tetraploidie der Zelllinie HT18584 dar (siehe 4.2.2). 
Tetraploidie Zellen mit einem erhöhten DNA-Gehalt müssen während der Mitose mehr DNA 
verteilen, was zu einer störungsanfälligeren Mitose führt und die Zellen aufgrund derer 
sensitiver auf die Behandlung mit AZD1152 reagieren (siehe 4.2.2).  
Die Effekte der Therapien konnten in dieser Arbeit auch qualitativ anhand der 
Zellmorphologie detektiert werden. Hierfür wurden mit Hilfe eines konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops sowie eines Lichtmikroskops Bilder der behandelten Zellen angefertigt. 
In den Abbildungen 17, 18 und 19 sind die Ergebnisse der Mikroskopie zu sehen. Die 
Aufnahmen der Kontrollgruppen zeigten homogene Zellen mit einem physiologischen Kern-
Plasma-Verhältnis, während die Zellen der Kombinationstherapie die Akkumulation anti-
mitotischer Effekte der Behandlungen aufwiesen. Dabei waren die Zellen in den 
Behandlungsgruppen vergrößert und das Kern-Plasma-Verhältnis zeigte sich 
unphysiologisch. Diese detektierten Veränderungen der Zellmorphologie wurden auch von 
anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Giladi et al., 2017; Silginer et al., 2017). Es konnte 
beispielsweise nachgewiesen werden, dass sich bei der Behandlung mit TTFields und 
Paclitaxel im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr Zellen in der Mitose befanden, was ein 
Zeichen für einen vermehrten mitotischen Arrest darstellt (Voloshin et al., 2016). Dieses 
Phänomen wurde ebenfalls in den Abbildungen 17 und 18 sichtbar. Weiterhin gibt es in der 
Literatur Arbeiten, die darauf hinweisen, dass sowohl das Volumen des Zellkerns als auch 
die Größe der Zelle insgesamt mit dem DNA-Gehalt korrelieren (Cavalier-Smith, 2005; Orr-
Weaver, 2015). Die durch AZD1152 induzierte Polyploidie mit einer Größenzunahme der 
Zellkerne und der Zellen im Allgemeinen konnte auch im Rahmen dieser Arbeit dokumentiert 
werden (siehe Abb. 17, 18 und 19). 
Insgesamt konnte somit ein additiver zytotoxischer Effekt der Kombinationstherapie von 
AZD1152 und TTFields gezeigt werden, dessen Effektivität die der Therapie mittels TTFields 
übertraf. Eine potentiell additive Wirkung der Inhibierung der Aurora B Kinase zur 
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Behandlung von Glioblastomen wurde bereits in der Literatur beschrieben. Die Autoren 
dokumentierten, dass die Behandlung mit einem Inhibitor der Aurora B Kinase zu 
chemosensitiveren und strahlensensibleren Zellen führte (Borges et al., 2012). Diese 
Überlegungen unterstützen die Idee der Kombinationstherapie von AZD1152 und TTFields 
zur Behandlung von malignen Gliomen additiv zur Standardtherapie. Es sollten jedoch vor 
dem klinischen Einsatz dieser Behandlungsoption weitere Studien durchgeführt werden, um 
die intertumoral unterschiedliche Sensitivität der Primärkulturen in Bezug auf die Behandlung 
mit AZD1152 durch eine höhere Anzahl von untersuchten Tumoren genauer beurteilen zu 
können. Weiterhin wäre es wünschenswert, eine nicht-systematische Therapie mit AZD1152 
durchzuführen, um die in den klinischen Studien beschriebenen zum Teil doch erheblichen 
unerwünschten toxischen Nebenwirkungen abzumildern (Dennis et al., 2012; Kantarjian et 
al., 2013a; Schwartz et al., 2013). Da eine einmalige Gabe der Substanz vermutlich nicht 
ausreichend wäre, erscheint eine direkte Applikation intraoperativ, wie es z.B. im Rahmen 
vergangener Gentherapie-Studien angewendet wurde, wenig effektiv (Rainov et al., 2000). 
Eine Möglichkeit wäre die kontinuierliche Applikation als convection enhanced delivery 
(CED) in die Resektionshöhle oder in das angrenzende Parenchym. Auch dieser Ansatz 
wurde bereits in verschiedenen Therapiestudien beim Glioblastom angewandt, konnte sich 
aber bisher u.a. wegen verschiedener technischer Probleme nicht durchsetzen. Mittlerweile 
haben sich jedoch insbesondere die Möglichkeiten zur Lageplanung und Platzierung der 
Katheter deutlich verbessert, sodass die Methode auch weiterhin verfolgt wird. Jedoch ist 
hierbei die Wechselwirkung mit den TTFields bisher nicht erprobt, sodass letztlich eine 
Anpassung der systemischen Medikamentendosis bis zur Entwicklung einer effektiveren 
Option vermutlich am praktikabelsten erscheint. 
 
4.3. Die Behandlung mit Temozolomid (TMZ) 
Um die Verhältnisse für eine potentielle Behandlung an Patienten bestmöglich darzustellen, 
war ursprünglich auch die Behandlung der Zellen mit Temozolomid als standardmäßig 
genutztes Chemotherapeutikum angedacht, um die Effektivität der Kombinationsbehandlung 
auch mit TMZ-behandelten Zellen zu testen. Temozolomid ist ein oral verabreichtes 
Zytostatikum (Brada et al., 1999; Portnow et al., 2009). Es ist laut Herstellerangaben 
wasserunlöslich, weshalb es für die Nutzung in der Zellkultur nach Herstellerangaben 
ausschließlich in DMSO gelöst verwendet werden kann (Sigmaaldrich, 2019). In der Literatur 
wurde beschrieben, dass DMSO einen relevanten zytotoxischen Effekt erzeugen kann. Für 
die Behandlung von Leukämien wurde sogar eine Anwendung von DMSO als Zytostatikum 
diskutiert (Hajighasemi und Tajic, 2017). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde für die Titration 
von Temozolomid parallel eine Titration mit äquivalenten Dosen an DMSO mitgeführt. 
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Hierbei sollte ausgeschlossen werden, dass ein ermittelter zytotoxischer Effekt statt auf die 
Behandlung mit TMZ auf die Lösung in DMSO zurückzuführen war. Für die Konzentrationen 
der Temozolomidbehandlung existieren in der Literatur für die Zelllinie U87-MG 
verschiedene Angaben. Die jeweils ermittelte IC50 ist mit Konzentrationen zwischen 100 µM 
und 200 µM angegeben (Baer et al., 1993; Kanzawa et al., 2003; Beier et al., 2008; Lee, 
2016). Aufgrund dieser Daten wurde sich für die Titration von 50 µM - 400 µM entschieden. 
Es wurde zunächst die Zelllinie U87-MG untersucht (siehe Abb. 20). Hierbei konnte ab einer 
Konzentration von 100 µM ein zytotoxischer Effekt beobachtet werden, der sich äquivalent 
zur Erhöhung der Konzentration verstärkte. Bis zu einer Konzentration von 400 µM konnte 
der Effekt ausschließlich auf die Behandlung mit Temozolomid zurückgeführt werden, da die 
Behandlung der Zellen mit äquivalenten DMSO-Dosen zu keinerlei Reduktion der Vitalität 
führte. Für die Zelllinie U87-MG war es somit möglich, Konzentrationen von bis zu 400 µM 
TMZ zu nutzen und die Zytotoxizität dieser Behandlung alleine auf die Wirkung des 
Temozolomids zurückzuführen. 
Da in den vorangegangenen Versuchen die Erfahrung gemacht wurde, dass Primärkulturen 
unterschiedlich auf die Therapieoptionen reagieren (siehe z.B. 4.2.3), galt es nun, die TMZ-
Konzentration für die Primärkulturen auszutitrieren. Die Zellen wurden aufgrund ihrer 
Heterogenität mit erweiterten Konzentrationen von 25 µM - 800 µM behandelt. Die 
Titrationen für zwei Primärkulturen sind in den Abbildungen 21 und 22 zu sehen. Für die 
Primärkultur HT18199 konnte gezeigt werden, dass bis zu einer Konzentration von 400 µM 
TMZ bzw. DMSO kein zytotoxischer Effekt erzielt wurde. Im Verlauf der Titration wurde bei 
einer TMZ-Konzentration von 800 µM ersichtlich, dass die Abnahme der Vitalität der 
gemessenen Zellpopulation sowohl in der TMZ-Gruppe als auch in der DMSO-Gruppe 
annähernd gleichmäßig stattfand. Für diese Primärkultur wurde daraus geschlussfolgert, 
dass der zytotoxische Effekt der TMZ-Therapie bis zu einer Konzentration von 400 µM völlig 
ausbleibt und in höherer Dosierung vollständig auf den zellschädigenden Effekt des DMSO 
zurückgeführt werden konnte. Auch bei der zweiten getesteten Primärkultur HT18584 (siehe 
Abb. 22) konnte dieser Effekt beobachtet werden. Bei dieser Primärkultur schien schon die 
Behandlung von 25 µM DMSO einen leichten zytotoxischen Effekt auf die Zellen zu haben. 
Die Therapie mit TMZ schien keinen zellschädigenden Effekt in dieser Konzentration 
aufzuweisen. Im Verlauf nahm die Vitalität der Zellen in der DMSO- bzw. der TMZ-Gruppe 
annähernd gleich ab. 
Zusammenfassend sind die beobachteten zytotoxischen Effekte des in DMSO gelösten 
Temozolomids in vitro mit den Primärkulturen HT18199 und HT18584 am ehesten auf den 
zytotoxischen Effekt des DMSO zurückzuführen. Eine mögliche Ursache für die sensitivere 
Reaktion der Zelllinie U87-MG auf Temozolomid im Vergleich zu den untersuchten 
Primärkulturen stellt die Fähigkeit der Zellen zur Resistenzentwicklung gegen Temozolomid 
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dar (Lee, 2016). Im Rahmen dieser zitierten Studie wurden Resistenztestungen sowohl für 
U87-MG als auch für einige andere Zelllinien durchgeführt. Hierfür wurden verschiedene 
Mechanismen der Zellen für die Entwicklung solcher Resistenzen, wie etwa die down-
Regulation von DNA mismatch-repair-Proteinen, beschrieben. Weiterhin scheint die Aktivität 
der Telomerase einen Einfluss auf die Sensitivität der Temozolomidbehandlung zu haben 
(Kanzawa et al., 2003). Die Autoren schlussfolgerten, dass eine Inhibierung der Telomerase 
zu einer verbesserten Sensitivität der Zellen für die Behandlung mit Temozolomid führt. 
Darüber hinaus ist in der Literatur beschrieben, dass CD133-positive Zellen schlechter auf 
die Behandlung mit Temozolomid reagieren (Liu et al., 2006; Fu et al., 2009). Eine weitere 
prognostische Rolle spielt außerdem die Expression der MGMT und die Methylierungsrate 
des Promotors des MGMT-Gens (Hegi et al., 2005). Eine Hypermethylierung von CpG-Inseln 
wird im Rahmen der Glioblastomerkrankung als prognostisch günstig gewertet, da diese 
Tumore sensitiver auf die alkylierende Substanz Temozolomid reagieren (Hegi et al., 2004; 
Paz et al., 2004; Kitange et al., 2009) (siehe 1.2.2). Die Methylierungsraten der verwendeten 
Primärkulturen sind in der Tabelle 10 aufgelistet. Hierbei wird deutlich, dass die präsentierten 
Primärkulturen einen moderaten Methylierungsstatus aufzeigen, der von der Pathologie des 
UKD als klinisch fraglich (HT18199) bzw. in der Regel klinisch relevant (HT18584) eingestuft 
wird und dass das schlechte Ansprechen eher auf eine andere Ursache als die Methylierung 
des Promotors des MGMT-Gens zurückzuführen ist. 
Die verwendete Zelllinie U87-MG ist in der Literatur als eine TMZ-sensible Zelllinie aufgeführt 
(Kanzawa et al., 2003; Montaldi et al., 2015). Die Daten dieser Arbeit bestätigen die 
Sensitivität von U87-MG. Ob beide der hier untersuchten Primärkulturen als TMZ-resistent 
einzustufen sind, ist mit den hier präsentierten Ergebnissen nicht beurteilbar. Die zuvor 
zitierte Literatur bietet jedoch einige Erklärungsmöglichkeiten für die hier gezeigten Resultate 
der Temozolomidbehandlung. Um die potentielle TMZ-Resistenz der verwendeten 
Primärkulturen zu untersuchen, wären Analysen bezüglich des CD133-Status, der 




Das Glioblastom ist der häufigste hirneigene Tumor des Erwachsenen und mit einer 5-
Jahres-Überlebensrate von weniger als 5 % eine der aggressivsten Hirntumorerkrankungen 
(Batash et al., 2017). Verbunden mit einer schlechten Prognose und geringen 
Remissionsraten ergibt sich die Notwendigkeit, bestehende Therapieoptionen zu optimieren 
und zu erweitern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das vor einigen Jahren entwickelte und 
aktuell in klinischen Studien angewandte Konzept der Therapie von Malignomen mit 
elektrischen Wechselfeldern, den sog. Tumor Treating Fields (TTFields), aufgegriffen. Basis 
der anti-tumoralen Wirkung der im Rahmen von Glioblastom-Studien applizierten TTFields 
bildet eine Tumor-spezifische Frequenz von 200 kHz sowie geringe Intensitäten, die einen 
nebenwirkungsarmen anti-mitotischen Effekt erzielen (Kirson et al., 2004; Kirson et al., 2007; 
Clark et al., 2017; Porat et al., 2017). Dieser resultiert sowohl aus alternierenden elektrischen 
Feldern, die während der Metaphase über eine Irritation des Dipolmoments von Tubulin-
Untereinheiten die Assemblierung des Spindelapparates inhibieren, als auch aus 
inhomogenen elektrischen Feldern, die während der Telophase die Trennung der 
Tochterzellen behindern. Mit dieser Behandlungsoption konnten schon einige gute 
Ergebnisse für die Behandlung von Glioblastomen in klinischen Studien erreicht werden 
(Stupp et al., 2017). 
Eine weitere anti-mitotische Therapieoption stellt die Inhibierung der Aurora B Kinase mittels 
AZD1152 dar. Die Aurora B Kinase ist Teil des Chromosomal Passenger Complex (CPC), 
der bei Inhibierung der Kinase seine Kontrollfunktionen während der Mitose und Zytokinese 
nicht wahrnehmen kann. Diese fehlende Kontrolle führt zu Polyploidie, die einen Zelltod 
verursachen kann (Wiedemuth et al., 2016). Aufgrund dieses ähnlichen biologischen 
Hintergrundes wurde zu Beginn dieser Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass eine 
kombinierte Therapie mittels TTFields und AZD1152 einen additiven zytotoxischen Effekt im 
Vergleich zur Monotherapie mit TTFields erzielen kann. 
Es konnte zunächst für die etablierte Zelllinie U87-MG ein signifikanter additiver Effekt in der 
Kombinationstherapie der TTFields mit AZD1152 im Vergleich zur alleinigen Therapie mittels 
TTFields nachgewiesen werden. Die mediane Tumorzellzahl konnte hierbei in der 
Kombinationstherapie um 60 % reduziert werden. Dieser additive Effekt konnte ebenfalls an 
zwei Primärkulturen reproduziert werden. Hierbei konnte die relative mediane Tumorzellzahl 
der Primärkultur HT18584 ebenfalls um 60 % in der Kombinationstherapie gesenkt werden. 
Diese tetraploide Zellreihe zeigte außerdem einen außergewöhnlich großen zytotoxischen 
Effekt bei der Behandlung mit AZD1152. Signifikant zeigte ebenso die Primärkultur HT12347 
einen medianen Verlust von 56 % der Tumorzellen nach einer kombinierten Behandlung. 
Zusammenfassung 
63 
Qualitativ und zellmorphologisch konnte mittels konfokaler Laser-Scanning- sowie 
Lichtmikroskopie die Akkumulation von mitotischen Defekten detektiert werden, die auch in 
den Monotherapien aber vor allem in der Kombinationstherapie zu finden waren. Die in der 
quantitativen Analyse gezeigte additive Zytotoxizität der Kombinationstherapie konnte hier 
nochmals visualisiert und bestätigt werden. 
Für eine klinische Phase I-Studie zur Überprüfung der Effektivität sollten zunächst weitere 
zellkulturtechnische Daten erfasst werden, um die Universalität der kombinierten Behandlung 
zu überprüfen. Weiterhin wäre die Entwicklung einer selektiven/lokalen Therapie mittels 
AZD1152 wünschenswert, um die Nebenwirkungen des Medikamentes abzumildern. Es 
sollte außerdem das im Rahmen dieser Arbeit detektierte sensitivere Ansprechen der 
tetraploiden Zelllinie HT18584 genauer untersucht werden, um eine potentiell prognostisch 
günstige Verbindung zwischen der Behandlung mit AZD1152 und tetraploiden Zellen 
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TP53 Tumor-Suppressorprotein 53 
TTFields Tumor Treating Fields 
UKD Universitätsklinikum Dresden 
WHO World Health Organisation 
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